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A. a. Aggregatibacter Actinomycetemcomitans 
aaRS Aminoacil-tRNA sintetaze 
AK Aminokislina  
Amp Ampicilin 
ATP Adenozin trifosfat 
bp Bazni par 
CDT Citoletalni distenzijski toksin 
CSM Mešanica esencialnih hranil za kvasovke (ang. »complete supplement 
mixture«) 
CSM-ura Mešanica esencialnih hranil za kvasovke brez uracila  
dH2O Destilirana voda 
DNA Deoksiribonukleinska kislin 
DnaK Šaperonski protein DnaK 
EtOH Etanol 
F0F1 ATP 
sintaza 
Encim ATP sintaza 
gDNA Genomska DNA 
Hsp Proteini toplotnega šoka (ang. »heat shock proteins«) 
kbp Kilobazni par 
lmRNA Prosta mRNA (ang. leaderless mRNA) 
LtxA Levkotoksin 
mRNA Informacijska RNA 
MTS domena Mitohondrijska domena (ang. Mitochondrial Targeting Sequence) 
NDP Ribonukleozid difosfat 
OD600 Optična gostota (ang. »optical density«) pri valovni dolžini 600 nm 
OMV Zunajcelični membranski vezikli (ang. Outer membrane vesicles) 
PCR Verižna reakcija s polimerazo 
pDNA Plazmidna DNA 
PEG Polietilenglikol 
PNPaza Poliribonukleotid nukleotidiltransferaza 
RBP RNA vezavni proteini (ang. RNA-binding proteins) 
Rcf Relativna centrifugalna sila (ang. »relative centrifugal force«) 
RNA Ribonukleinska kislina 
ROS Reaktivne kisikove zvrsti 
RPS1 Ribosomalni protein S1 
rRNA Ribosomalna RNA 
sRNA Majhna RNA 
ssDNA Enoverižna DNA 
TadG Protein TadG 
ThrRS Treonil tRNA sintetaza 
tRNA Prenašalna RNA 
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1 UVOD 
 
Parodonotalne bolezni so najpogostejša oblika bolezni obzobnih tkiv. Eden pomembnejših 
dejavnikov za povzročitev teh obolenj so anaerobne/fakultativno anaerobne bakterije, ki se 
kopičijo v parodontalnih žepkih. Ti patogeni lahko povzročijo poškodbe obzobnega tkiva ter 
posledično sprožijo obrambni odziv gostitelja (Chapple, 2009). Ena najpogosteje opisanih 
bakterij, ki vpliva na razvoj bolezni, je bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 
Sevom te bakterije je skupna učinkovita adhezija na epitelijske celice v ustni votlini in 
njihova invazija. To ji omogočajo različni bolj ali manj znani viruletni dejavniki, kot sta 
leukotoksin in citoletalni toksin (Haubek, 2010).  
 
Miha Škalič (2016) je v svoji magistrski nalogi z zlivanjem podatkov s simultano matrično 
faktorizacijo določil kandidatne proteine seva A. a. D7S, ki naj bi interagirali z molekulami 
mRNA v človeških celicah. Napovedali so več proteinov, ki jih bakterija izloča in hkrati 
kažejo sposobnost vezave z molekulami RNA. Predvideva, da je en izmed teh proteinov 
PNPaza, ki naj bi ga bakterija izločala z zunajceličnimi membranskimi vezikuli (Škalič, 
2016). Pri po Gramu negativnih bakterijah PNPaza običajno deluje samostojno kot 3' do 5' 
eksoribonukleaza, ki nespecifično razgrajuje enoverižne molekule RNA. Bralley in Jones 
(2003) so sprožili izražanje gena pnp v bakteriji E. coli in ugotovili, da to ne vpliva na rast 
bakterije. Predvidevajo, da ima E. coli, kjer je PNPaza naravno prisotna, vzpostavljene 
regulatorne mehanizme, ki uravnajo raven izražanja gena pnp (Bralley in Jones, 2003). 
PNPaza, ki jo najdemo v večini organizmov, pa ni prisotna pri enoceličnih evkariontih, kot 
so kvasovke (Cameron in sod., 2018) in povišano izražanje gena pnp v njih še ni bilo 
proučevano. Kvasovke imajo podobno zgradbo kot višji evkarionti in nam z ugodnimi 
lastnostmi, kot so sorazmerno hiter življenjski cikel in enostavno ter cenovno ugodno 
gojenje, predstavljajo odličen modelni organizem (Zakrajšek in sod., 2011). 
 
1.1 CILJI NALOGE 
- Pripraviti plazmidne konstrukte za inducirano sintezo rekombinantnih proteinov 
PNPaza, DnaK, F0F1 ATP sintaza, RPS1, TadG ali ThrRS bakterije Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans v bakteriji E. coli in kvasovki S. cerevisiae 
- Spremljati  rasti kvasovk, ki sintetizirajo izbrani rekombinantni protein bakterije A. 
a.  
- Preverjanje biološke aktivnosti proteina PNPaza z mutirano aminokislino v 
katalitskem centru 
- Preverjanje biološke aktivnosti proteina PNPaza sklopljenim z repkom 3x-FLAG 
- Priprava plazmidnega konstrukta z genom pnp pod kontrolo lastnega promotrja za 
pomnoževanje v bakteriji A. a. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- Rast kvasovke S. cerevisiae, v kateri bomo sprožili sintezo proteina PNPaza, bo 
inhibirana. 
- Rast kvasovke S. cerevisiae v kateri bomo sprožili sintezo proteina DnaK, F0F1 ATP 
sintaza, RPS1, TadG ali ThrRS, ne bo inhibirana. Aminokislinski ostanek na mestu 
133 proteina PNPaza A. a. je ključen za aktivnost proteina. 
- Na PNPazo pripet repek 3x-FLAG ne bo vplival na biološko aktivnost proteina. 
2 
Pinter M. Vpliv proteina poliribonukleotid nukleotidiltransferaza bakterije Aggregatibacter ...  na rast kvasovke ... cerevisiae. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PARODONTALNA BOLEZEN 
 
Parodontalne bolezni so ene najbolj razširjenih kroničnih obolenj ustne votline, ki 
prizadenejo približno 80 % ljudi po svetu (Ohtani in Nishimura, 2019). Na razvoj 
parodontalnih bolezni vpliva več dejavnikov, predvsem so to vplivi okolja, genetska 
predispozicija in načina življenja posameznika, kjer pomembno vlogo igrajo prehranjevalne 
navade (Chapple, 2009). Uvršamo jih v družino bolezni mehkih in trdih tkiv, kjer pride do 
kompleksnih interakcij med bakterijami in gostiteljem. Izraz parodontalna bolezen opisuje 
spekter različnih vnetnih stanj. Gingivitis je reverzbilno vnetno stanje dlesni, ki nastane 
zaradi nekontrolirane rasti bakterijskega biofilma med dlesnijo in zobmi. Stanje lahko 
obvladamo z ustrezno ustno higieno (Cheng in sod., 2017). Parodontitis pa je brez 
zdravljenja nereverzibilno stanje, kjer pride do kroničnega vnetja obzobnega podpornega 
tkiva in vodi v odmiranje vezivnega tkiva ter alveolarne kosti (Totan in sod., 2019). 
 
Pri odraslih je najpogostejša oblika kroničen parodontitis, ki ga razvrščamo glede na stopnjo 
napredovanja bolezni. Znaki, po katerih določamo te stopnje, so krvavenje dlesni, obseg 
parodontalnega žepka, razgradnja podpornega tkiva in morebitna majavost ali izguba zob. 
Manj pogosta oblika bolezni je agresivni parodontitis, ki prizadene tudi osebe mlajše od 25 
let. Lahko se razširi na celotno dlesen ali je omejen zgolj na en zob (Cheng in sod., 2017). 
Za obe obliki bolezni velja, da nepravočasno zdravljenje lahko vodi v majavost oz. končno 
izgubo zob (Totan in sod., 2019). 
 
2.1.1 VLOGA MIKROORGANIZMOV 
 
Mikrobiom ustne votline predvidoma sestavlja med 500 in 700 vrst bakterij, vendar jih je 
bilo do sedaj uspešno izoliranih, gojenih in določenih približno 60 % (Dewhirst in sod., 
2010). Med njimi je 10 % takšnih, ki so označene kot ključne pri razvoju parodontalne 
bolezni. Bolezensko stanje povzroči povečana rast patogenih bakterij, ki se uspešno izognejo 
obrambnim mehanizmom gostitelja (Totan in sod., 2019). Poškodbe obzobnega tkiva 
povzroči virulentno delovanje patogenov ter posledičen obrambni odziv gostitelja. Le-ta je 
sestavljen iz niza signalnih poti, ki vključujejo povečano izločanje proteolitičnih encimov, 
vnetnih mediatorjev in reaktivnih kisikovih zvrsti, ki v povišanih koncentracijah 
poškodujejo gostiteljsko tkivo (Chapple, 2009). 
 
Z razvojem parodontitisa se na prizadetih območjih poveča število po gramu negativnih 
fakultativno anaerobnih in anaerobnih patogenov, kot so Porphyromonas gingivalis, 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.) in Tanneralla forsythia (Henderson in sod., 
2010). Predvideva se, da je delovanje bakterije P. gingivalis ključno pri razvoju kroničnega 
parodontitisa. S svojim virulentnim delovanjem je bakterija sposobna kljubovati 
obrambnemu odzivu gostitelja in hkrati omogočati izražanje patogenosti ostalih bakterij v 
oralnem mikrobiomu. Fimbrije, lipopolisaharidi, kapsilarni polisaharidi in cisteinske 
proteinaze so le nekateri izmed mnogih virulentnih faktorjev bakterije P. gingivalis. Dajejo 
ji sposobnost rasti na gostiteljskem tkivu in obrambo pred lokalnim imunskim odzivom. 
Predvsem argininske in lizinske specifične proteinaze so ključne za preživetje bakterije v 
anaerobnem parodontalnem žepku, kjer pride do razgradnje obzobnega tkiva (Cheng in sod., 
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2017). Pri obolelih za agresivnim parodontitisom je opaženo izrazito povišano število 
patogenih bakterij A. a. Določeni sevi te bakterije kažejo sposobnost izražanja in izločanja 
agresivnih virulentnih faktorjev, ki ji omogočajo intenzivno kolonizacijo v ustni votlini 
(Benso, 2016).  
 
2.2 BAKTERIJA AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS 
 
Bakterija A. a. je po Gramu negativna bakterija, ki sodi med kapnofilne kokobacile. 
Uvrščamo jo v družino Pasteurellaceae (Herbert in sod., 2015). Je fakultativen anaerob, ki 
hitro raste in ne sporulira (Henderson in sod., 2010). Naravni habitat te bakterije je ustna 
votlina, zato je sposobnost pričvrščevanja te bakterije na tkivo v ustni votlini pomemben 
dejavnik za preživetje. Pri sveže zraslih kolonijah na trdnih gojiščih vidimo značilno 
morfologijo kolonije z zvezdasto strukturo v sredini (Haubek in sod., 2010). Bakterija 
običajno meri 0,4 - 0,5 µm x 1,0 – 1,5 µm (Henderson in sod., 2010). Bakterija A. a. je del 
mikrobioma zdrave ustne votline večine ljudi na svetu, njeno število pa je izrazito povečano 
pri pacientih z agresivnim paradontitisom (Benso, 2016).  
 
Poznamo šest serotipov bakterije A. a. s serotipskimi oznakami od a do f (Haubek, 2010; 
Henderson in sod., 2010) . Pri bolnikih s parodontalnimi boleznimi so večinoma izolirali 
zgolj serotipe a, b in c. Običajno pri posamezniku določimo en serotip, ki se stabilno ohranja 
v gostitelju. Pogostost posameznega serotipa je geografsko in etnično pogojena (Henderson 
in sod., 2010). Različni serotipi imajo različne virulentne faktorje zato je tudi patogenost 
med serotipi različna (Herbert in sod., 2015). Vsem sevom je skupna učinkovita adhezija na 
epitelijske celice in njihova invazija. Določenih je veliko genov za proteine, ki sodelujejo 
pri teh procesih, vendar njihove specifične vloge in mehanizmi delovanja še niso povsem 
znani (Haubek, 2010). Uspešno kolonizacijo bakterij omogočajo tudi drugi virulentni 
dejavniki in njihovi mehanizmi, kot so manipulacija s signalnimi potmi gostiteljevega 
obrambnega odziva in encimi, ki lahko neposredno poškodujejo gostiteljsko tkivo (Herbert 
in sod., 2015).   
 
2.2.1 Virulentno delovanje bakterije A. a. 
 
Ko bakterija A. a. skupaj z ostalimi patogeni uspešno prodre v subgvinalna tkiva, sledi 
intenziven vnetni odziv gostitelja. V lokalno območje vnetja migrirajo obrambne 
hematopoetske celice, kot so monocit, neurofilci in dendritične celice. Na tej stopnji ključno 
vlogo za preživetje patogena igrajo bakterijski toksini. Do sedaj najbolj raziskana toksina 
bakterije A. a. sta levkotoksin (LtxA) in citoletalni toksin (CDT), ki ju bakterija izloča iz 
celice (Haubek, 2010). Leukotoksin se lahko nahaja na površini bakterije oz. prosto v 
ekstracelularnem prostoru (Brown in sod., 2018). V osnovi so tarčne celice levkociti oz. 
fagociti, ki se lokalizirajo na vnetem območju, da bi zatrli nekotrolirano rast patogenov 
(Henderson in sod., 2010). Leukotoksin se veže na aktivirane receptorje LFA-1 in holesterol 
na zunanji membrani fagocitov in preko kompleksnih interakcij sproža njihovo razgradnjo 
(Brown in sod., 2018). Podobno deluje tudi CDT, ki se kot heterotrimer veže na membranske 
rafte v zunanji membrani fagocita in v notranjost celice vnese dve podenoti, katalitsko 
podenoto ter vezavno podenoto. CDT podenoti se specifično vežeta na phosphatidylinositol 
(3,4,5)-trisphosphate, ki je eden izmed ključnih lipidov pri sprožanju signalne kaskade 
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dogodkov za celično rast, proliferacijo in preživetje celic, in tako sproži njihovo apoptozo 
(Shenker in sod., 2016).  
 
Viruletni faktorji A. a., ki neposredno vplivajo na razvoj parodontitisa, so težko določljivi, 
saj je to izrazito multifaktorna bolezen. S sekvenciranjem genoma lahko na podlagi zapisov 
za gene predvidevamo vloge posameznih proteinov. Ne moremo pa določiti natančne 
biokemijske aktivnosti posameznega produkta posameznih bakterij oz. njihovih interakcij 
med njimi. Za to je potrebno preučiti izražanje posameznih genov tekom infekcije in 
preučevati vpliv sintetiziranih rekombinantnih proteinov na žive organizme (Henderson in 
sod., 2010).   
 
Miha Škalič (2016) je v svoji magistrski nalogi z zlivanjem podatkov s simultano matrično 
faktorizacijo določil kandidatne proteine seva A. a. D7S, ki naj bi interagirali z molekulami 
mRNA v človeških celicah. Napovedali so več proteinov, ki jih bakterija izloča v 
zunajceličnih membranskih veziklih in hkrati kažejo sposobnost vezave RNA. Domnevajo, 
da bi lahko nekateri bakterijski proteini v evkariontski celici delovali kot RNA vezavni 
proteini (RBPji) in blokirali translacijo genov (Škalič, 2016). V nadaljevanju bom strnjeno 
opisal 6 proteinov, ki se glede na ugotovitve iz literature in napoved Mihe Škaliča, 
domnevno izločajo z lipidnimi vezikli iz bakterije. V magistrski nalogi smo te proteine 
uporabili za testiranje njihovega vpliva na rast kvasovk, večjo pozornost smo namenili 
proteinu PNPaza, s katerim smo izvedli dodatne teste. 
 
2.2.2 Poliribonukleotid nukleotidiltransferaza (PNPaza) 
 
PNPaza je homotrimeren encim, ki je prisoten pri večini vrst bakterij in evkariontov razen 
pri enoceličnih evkariontih, kot so kvasovke in tripanosomi (Chen in sod., 2006; Cameron 
in sod., 2018). Pri večini organizmov PNPaza deluje samostojno kot 3' do 5' 
eksoribonukleaza, lahko pa interagira z drugimi proteini in tvori RNA degradosom- 
multiproteinski kompleks za degradacijo RNA (Carzaniga in sod., 2014). Pri nekaterih 
organizmih, kot sta bakterija E. coli in rastline s kloroplasti, deluje tudi kot polinukleotidna 
polimeraza (Cameron in sod., 2018), ki omogoča polimerizacijo repov na 3' koncu mRNA. 
Encim ima pomembno vlogo tako pri bakterijah kot pri sesalcih, ni pa esencialen (Carzaniga 
in sod., 2012). Pri bakterijah delecija gena pnp običajno vodi v pleiotropen odziv, med 
drugim povzroči povišano občutljivost na stresne dejavnike in zmanjšanje virulence. 
Mutacije ali zmanjšana aktivnost encima pri sesalcih pa vodi v manj učinkovito delovanje 
mitohondrijev (Cameron in sod., 2018).  
 
2.2.2.1 Osnovna zgradba PNPaze 
 
N-terminalni konec PNPaze gradita dve domeni PH, ločeni z domeno iz α-heliksov, kar je 
posebnost tega encima (Chen in sod., 2007). Dodatno sta pripeti še domeni KH in S1 (Slika 
1). Podenoti PH z domeno iz α-heliksov tvorita centralni obroč iz katerega se razvejata 
domeni KH in S1 (Slika 1). Prva domena PH omogoča vezavo na RNA, druga domena PH 
pa služi kot aktivacijska podenota. Aktivno mesto se nahaja v centralnem obroču, na 
vstopnem mestu za aktivno mesto se nahaja zanka FFRR, ki deluje kot pora in omogoča 
dostop zgolj enoverižni RNA. K učinkovitejši katalitični aktivnosti pripomorejo tudi druge 
domene. Domena grajena iz α-heliksov regulira dostopnost fosfata do aktivnega mesta. 
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Domeni KH in S1 pa sodelujeta pri vezavi molekul RNA na PNPazo (Cameron in sod., 
2018).  
 
 
Slika 1: Shematski in 3D prikaz strukture proteina PNPaza. (A) Organizacija domen PNPaze. Za referenco je 
vzeta kristalna struktura PNPaze po Gramu negativne bakterije C. crescentus (Hardwick in sod., 2012). 
Struktura PNPaze, pogled z vrha (B) in s strani (C) z domenami obarvanimi enko kot v (A) (Cameron in sod., 
2018). 
 
2.2.2.2 PNPaza pri bakterijah 
 
V bakterijah PNPaza običajno deluje samostojno kot 3' do 5' eksonukleaza, ki razgrajuje 
enoverižno RNA tako, da preko anorganskega fosfata razgradi 3' fosfodiestersko vez. Med 
reakcijo se sprošča ribonukleozid difosfat (NDP), potrebni pa so kovinski ioni, da 
stabilizirajo fosfat v prehodnem stanju. Za učinkovito razgradnjo enoverižne molekule RNA, 
kot so mRNA, rRNA, sRNA in tRNA, se mora PNPaza nanjo vezati z vsaj šestimi nukleotidi 
vezavne domene. Postopoma se veže in razgrajuje molekulo RNA. Le-ta je pred 
eksonukleazami običajno zavarovana z dvoverižnimi zankami. Vendar v primeru, da je 3' 
konec molekule RNA enoverižen, je PNPaza sposobna razgraditi tudi dvoverižno zanko na 
5' koncu. Razmerje med molekulami RNA, ki jih PNPaza lahko razgradi in tistimi, ki jih ne 
more razgraditi pomeni pomembno regulacijsko vlogo v procesiranju molekul RNA. V 
bakterijah so 70S ribosomi grajeni iz manjše podenota 30S, ki je sestavljena iz molekul 16S 
rRNA, in velike podenote 50S, ki jo sestavljajo molekule 23S in 5S rRNA. Regulacija rRNA 
poteka tako, da PNPaza in RNaza R razgrajujeta fragmente 16S in 23S, ki se nepravilno 
izgradijo ali tvorijo v prekomernih količinah in tako izpodrivajo mesto že končno dozorelim 
in funkcionalnim molekulam rRNA (Cameron in sod., 2018).  
 
Cameron in sod. (2018) predvidevajo, da ima PNPaza pomembno vlogo pri regulaciji sRNA. 
PNPaza lahko razgradi samostojne molekule sRNA ali jih v določenih pogojih celo dodatno 
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stabilizira. Pogosto pride do interakcij med molekulo sRNA in RNA šaperoni, kot je Hfq 
(ang. host factor for phage Qβ). PNPaza prepozna vezavo med njima, kar onemogoči 
razgradnjo sRNA. PNPaza se veže na tvorjen kompleks in ga dodatno stabilizira. Če 
predvidevanja držijo, ta proces pri po Gramu negativnih bakterijah regulira mnogo 
fizioloških procesov, kot so popravljanje poškodb DNA, gibljivost celic, tvorbo biofilmov 
in odpornost na antibiotike (Cameron in sod., 2018). 
 
PNPaza je lahko del organiziranega RNA multiproteinskega degradacijskega kompleksa. Pri 
po Gramu negativnih bakterijah jedro takšnega kompleksa  običajno tvori endoribonukleaza 
RNaza E, ki sproži razgradnjo RNA. N-terminalni konec RNaze E nosi vezavno in aktivno 
mesto za molekule RNA, C-terminalni konec pa je ključen za tvorbo degradosoma, saj se 
povezuje z ostalimi protini v kompleksu, kot je PNPaza. Tarča degradosoma je lahko 
specifičen set molekul mRNA, pogosto tistih, ki kodirajo proteine vključene v biosintezo ali 
modifikacijo kompleksnih makromolekul (Cameron in sod., 2018).  
 
2.2.2.3 PNPaza pri ljudeh 
 
PNPazo pri ljudeh kodira gen PNPT1. Človeška PNPaza ima z bakterijsko identičnih 34% 
aminokislinskih ostankov, delež ohranjenih konzervativnih aminkosilinskih ostankov, 
gledano le ključne domene encima, pa je še višji. To nakazuje na podobno trimerno zgradbo 
homologov PNPaze(Chen in sod., 2006). Sprva se je predvidevalo, da ima encim pri sesalcih 
podobno vlogo kot pri bakterijah, vendar lokalizacija PNPaze kaže na precej drugačno vlogo 
(Chen in sod., 2007). Domena MTS, ki je dodatno vezana na N-terminalnem koncu človeške 
PNPaze nakazuje na prisotnost proteina v mitohondrih oz. njegov transport vanje. Chen in 
sod. (2006) so z imunolokalizacijo natančno določili, da se PNPaza v največji meri nahaja 
periferno na notranji mitohondrijski membrani. Dokazali so tudi, da je za lokalizacijo res 
ključen PNPazni N-terminalni konec. Ko so le-tega fizično blokirali, se PNPaza ni locirala 
v mitohondrij, temveč se je kopičila v citosolu. S tem so ugotovili tudi, da se PNPaza 
sintetizira v citosolu in se v mitohondrije transportira naknadno (Chen in sod., 2006).  
 
Pomembna vloga PNPaze je bila delno znana še preden je bila znana točna lokacija encima. 
Sarkar in sod. (2004) so ugotovili, da se ob povečani ekspresiji gena PNPT1 poviša vrednost 
reaktivnih kisikovih zvrsti v mitohondrijih (Sarkar in sod., 2004). Možno je, da je povišana 
tvorba ROS-ov naraven odgovor na poškodbe mitohondrijev. Nadaljnje raziskave so to 
študijo podprle s testi pri katerih so uporabili celično linijo z izbrisanim genom za PNPazo.. 
Chen in sod. (2006) so z delecijo gena PNPT1 ugotovili, da se učinkovitost encimov, ki 
sodelujejo pri celičnem dihanju, zmanjša za 30-40 %. To onemogoči normalno delovanje 
številnih drugih procesov (Chen in sod., 2006). Osrednja vloga PNPaze na površini notranje 
mitohondrijske membrane je transport ključnih molekul RNA v notranjost mitohondrija. Ta 
vloga je esencialna za delovanje mitohondrijev in dolgoročno viabilnost celice, saj odsotnost 
gena PNPT1 letalna že v zgodnjem embrionalnem razvoju (Wang in sod., 2010). Najnovejše 
raziskave pa dokazujejo, da je PNPaza s svojo eksonukleazno aktivnostjo ključna pri procesu 
programirane celične smrti. PNPaza se med tem procesom sprosti iz medmembranskega 
prostora mitohondijev v citosol celice, kjer razgrajuje molekule RNA. Prekomerna 
ekspresija PNPaze v citosolu, kjer se je sicer nahaja malo, lahko celo sproži apoptozo. S to 
na novo odkrito vlogo pri sesalski PNPazi se izkazuje primarna in hkrati skupna vloga tega 
encima z bakterijsko PNPazo, ki v osnovi razgrajuje molekule RNA (Liu in sod., 2018).  
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2.2.3 Protein DnaK 
 
Protein DnaK uvrščamo med proteine toplotnega šoka (Hsp), ki sodijo med evolucijsko 
najbolj ohranjene molekule v naravi. Hsp-je delimo v različne skupine glede na njihovo 
molekulsko maso, med njimi je tudi skupina Hsp70, kamor sodi DnaK, in so jo določili pri 
vseh do danes raziskanih prokariontih in evkariontih (Res in sod., 1991,Bernabò in sod., 
2020). V nestresnih pogojih Hsp-ji delujejo kot molekularni šaperoni, ki pripomorejo k 
pravilnem zvijanju proteinov med translacijo in njihovem transportu skozi membrane. V 
stresnih pogojih pa Hsp-ji pripomorejo k stabilizaciji osnovnih celičnih procesov za 
ohranjanje celične viabilnosti in hitri vrnitvi v celično homeostazo (Lopez in sod., 2016). 
Proteini iz družine v velikosti 70 kDa igrajo pomembno vlogo predvsem pri spopadanju celic 
s toplotnim stresom (Bernabo in sod., 2020). Hsp-ji, ki jih tvori bakterija A. a., med 
periodontalno okužbo najverjetneje pripomorejo k zaščiti tega patogena z ohranjanjem 
aktivnih bakterijskih proteinov. Hkrati neposredno delujejo pri poškodbah gostiteljskega 
tkiva in tako sprožijo avtoimune reakcije (Minami in sod., 1998).  
 
2.2.4 F0F1 ATP sintaza 
 
ATP sintaza je glavni encim, ki zagotavlja energijo pri skoraj vseh prokariontih in 
evkariontih. Velja za enega najmanjših nanomotorjev v bioloških sistemih. Z rotacijo 
centralnega rotorja v smeri urinega kazalca iz ADP molekul in anorganskega fosfata 
sintetizira ATP molekule. V obratni smeri pa ATP molekule hidrolizira. Največ molekul 
ATP se tvori v končni fazi oksidativne fosforilacije, kjer glavni vir energije za ta proces 
zagotavlja elektrokemični protonski gradient skupaj z elektronsko transportno verigo. Pri 
živalih se ta proces dogaja v mitohondrijih, pri rastlinah v kloroplastih, pri bakterijah pa na 
bakterijski membrani. ATP sintaza, imenovana tudi F0F1 ATP sintaza, je sestavljena iz dveh 
glavnih delov: F1 in F0. Del F0 je zasidran v membrano, vodotopni del F1 pa štrli v 
citoplazmo. Takšna osnovna zgradba je enaka pri skoraj vseh organizmih, kar nakazuje, da 
je mehanizem protonskega transporta in sinteze ATP molekul pri vseh organizmih zelo 
podoben. A poznamo ključne strukturne razlike med sesalsko in bakterijsko ATP sintazo, ki 
predstavljajo varno selektivno inhibicijo bakterijskih ATP sintaz, ne da bi ob tem 
poškodovali sesalske celice (Narang in sod., 2019). Sun in sod. (2020) so v študiji dokazali 
interakcijo med virulentnim proteinom VirB11 bakterije Helicobacter pylori in alfa ter beta 
podenoto ATP sintaze. Ta neposredna interakcija z virulentnim proteinom kaže na 
pomembno vlogo ATP sintaze pri zagotavljanju energije za kolonizacijo in infekcijo 
patogenih bakterij (Sun in sod., 2020).  
 
2.2.5 Protein RPS1 
 
Eden izmed ključnih korakov pri regulaciji genske ekspresije je začetek translacije, 
natančneje, začetek interakcije med ribosomom in mRNA (Sørensen in sod., 1998). Pri 
večini po Gramu negativnih bakterijah osrednjo vlogo igra največji ribosomalni protein S1  
(RPS1), katerega molekulska masa znaša 61,1 kDa (Byrgazov in sod., 2012). RPS1 poveže 
30 S ribosomalno podenoto in ribosomalno vezavno mesto molekule mRNA. C-terminalni 
konec proteina RPS1 se veže na s pirimidinom bogata zaporedja mRNA in odvije 
sekundarne strukture mRNA. Hkrati se N-terminalni konec proteina RPS1 veže na ribosom 
in tako omogoči vezavo mRNA na 30 S ribosomalno podenoto (Sørensen in sod., 1998). 
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Protein ima tudi sposobnost neposredne translacije lmRNA (ang. leaderless mRNA), kjer 
prepozna začeten AUG kodon. Byrgazov in sod. (2012) so v svoji študiji dokazali, da se ob 
prekomerni produkciji proteina inhibira translacija molekul mRNA, medtem ko translacija 
lmRNA poteka nemoteno (Byrgazov in sod., 2012).  
 
2.2.6 Protein TadG 
 
Gen za protein TadG sodi v skupino genov imenovano flp-rcp-tad (ang. fimbrial low-
molecular-weight protein, rough colony protein, tight adherence), ki je ključna za tvorbo 
adherentnih struktur v bakterijah in na njihovi površini. Ti geni sodelujejo pri tvorbi pilov 
Flp, agregaciji bakterij in oblikovanju kolonij ter tvorbi biofilmov. Lokus tad so najprej 
identificirali pri patogeni bakteriji A. a., ki ji takšne adherentne sposobnostmi omogočijo 
tvorbo trdoživih biofilmov na različnih površinah. Ta sposobnost daje patogenu pomembno 
prednost za uspešno invazijo. TadG se pri po Gramu negativnih bakterijah predvidoma 
nahaja na notranji membrani in je zasidran z eno samo transmembransko domeno. Je eden 
izmed proteinov, ki tvori Flp pile pri bakteriji A. a. (Tomich in sod., 2007). Mutiran gen 
tadG povzroči zmanjšano tvorbo pilov in ti se ne pritrdijo na celice. Na podlagi študije, ki 
sta jo izvedla Wang in Chen (2005) vemo, da ima protein poleg strukturne vloge pri pilih 
tudi vlogo pri tvorbi strukture za zasidranje pila v celico. A. a. izloča vezikle z materialom, 
ki najverjetneje pripomorejo k njihovi agregaciji in adheziji na površini gostitelja (Wang in 
Chen, 2005).  
 
2.2.7 Protein ThrRS 
 
Treonil-tRNA sintetaza (ThrRS) je ena izmed specifičnih aminoacil-tRNA sintetaz (aaRS). 
So ključni encimi, ki sodelujejo pri translaciji in sintezi proteinov tako, da katalizirajo 
kovalentno vezavo med določeno aminokislino in pripadajočo molekulo tRNA. Kljub temu, 
da imajo vse aminoacil-tRNA sintetaze enak mehanizem delovanja, je filogenetska 
raznolikost izrazito velika. To omogoča razvoj selektivnih inhibitorjev za aaRS v odnosu 
med patogenim organizmom in gostiteljem. Že inhibicija zgolj ene izmed aaRS sintetaz v 
patogenu zaustavi podaljševanje polipeptidne verige med njenim nastankom. Ravno ta 
selektivnost obeta veliko pri razvoju antibiotikov proti patogenim organizmom. Borelidin je 
eden izmed obetajočih antibiotikov, ki se, v nasprotju z ostalimi inhibitorji aaRS, tesno veže 
na ThrRS in inhibira različne biološke aktivnosti. Na podlagi obstoječih študij in nadaljnjih 
raziskav bi lahko ta specifičen vezavni kompleks igral pomembno vlogo pri razvoju 
antibiotikov v prihodnosti (Li in sod., 2014). 
 
2.3 TRANSPORT PROTEINOV Z LIPIDNIMI VEZIKLI 
 
2.3.1 Zunajcelični membranski vezikli (OMV) in njihova tvorba 
 
Zunajcelični membranski vezikli (ang. Outer membrane vesicles) so naravne strukture, ki 
jih sproščajo bakterije, arheje, glive in paraziti. Najbolj raziskani so pri po Gramu negativnih 
bakterijah, izločajo jih tako patogene kot nepatogene bakterije (Olsen in Amano, 2015). 
OMV-ji so kroglaste strukture, ki pri po Gramu negativnih bakterijah v premer merijo med 
10 in 300 nm. Sprostijo se iz zunanje membrane in so posledično podobne sestave kot celična 
membrana (Ellis in Kuehn, 2010). Sestavljeni so iz lipopolisaharidov, glicerofosfolipidov, 
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proteinov in poleg citosolnih proteinov, v lumnu najdemo tudi nukleinske kisline (Kulkarni 
in Jagannadham, 2014). Gradijo jih celo nekateri proteini, ki so gradniki notranje membrane 
bakterij (Ellis in Kuehn, 2010). OMV-ji nastanejo s strukturno spremembo membrane tako 
da se vanjo ujamejo periplazmatske komponente (Slika 2) (Mayrand in Grenier, 1989). 
Tvorijo se v vseh fazah celične rasti in v različnih okoljih, med drugim tudi v okuženih 
gostiteljskih tkivih. Mutant, ki ne izločajo OMV-jev do danes še niso uspeli izolirati. Na 
sproščanje OMV-jev namreč vpliva veliko produktov različnih genov, s katerimi lahko 
reguliramo zgolj število sproščenih OMV-jev, ne poznamo pa načina kako popolnoma 
inhibirati njihovo sproščanje (Kulkarni in Jagannadham, 2014). 
 
 
Slika 2: Model tvorbe zunajceličnih membranskih veziklov (OMV-jev). Prikazano je brstenje OMV-jev pri po 
Gramu negativnih bakterijah. Sproščene OMV-je tvorijo periplazmatski material in proteini in lipidi zunanje 
membrane, vključno z nekaterimi virulentnimi faktorji. Mehanizem brstenja ni povsem znan, predvideva se, 
da se brstenje začne na mestih, kjer manjkajo ali so okvarjeni lipoproteini, ki povezujejo zunanjo membrano 
in peptidoglikane (Ellis in Kuehn, 2010).  
 
2.3.2 Sproščanje OMV-jev in transport snovi 
 
Število sproščenih OMV-jev je odvisno od okoljskih dejavnikov. Znano je, da se njihovo 
število izrazito poveča v za bakterijo stresnih pogojih. V študijah, kjer so umetno vzpostavili 
stresne pogoje je preživelo več mutant, s sproženo prekomerno sprostitvijo OMV-jev, kot 
divji tipi. Prisotnost OMV-jev v živalskih tkivih med okužbo kaže na njihovo pomembno 
virulentno vlogo pri patogenih bakterijah. Njihova produkcija v bližini gostiteljskega tkiva 
je še dodatno povečana, kot odgovor na določene obrambne mehanizme gostitelja. Antigene 
za OMV-je niso odkrili zgolj na okuženih predelih, temveč tudi posredno povezanih 
območjih, kot so urin, kri in nekateri organi v telesu (Ellis in Kuehn, 2010). Vsebina lumna 
OMV-ja se lahko v tarčne celice prenese z dvema mehanizmoma. Prvi predpostavlja, da 
OMV v bližini tarčne celice lizira in sprosti vsebino lumna, ki je v okolici celic v visokih 
koncentracijah in tarčna celica snovi sprejme vase. Drug mehanizem pa predvideva, da se 
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OMV-ji vežejo na površino tarčne celice, ki nato vsebnost lumna vanjo prenese s fagocitozo 
ali membransko fuzijo (Kulkarni in Jagannadham, 2014).  
 
Patogene bakterije izločajo več veziklov, kot sorodni nepatogeni sevi. Primerjava produkcije 
OMV-jev med enterotoksigeno E. coli in nepatogeno E. coli je pokazala, da patogen sev 
izloči 10x več veziklov, kot nepatogen sev. Podoben rezultat so potrdili tudi pri bakteriji A. 
a., kjer levkotoksičen sev izloči 25x več OMV-jev kot sev, ki levkotoksina ne tvori (Kuehn 
in Kesty, 2005).  
 
2.3.3 Vloga OMV-jev 
 
Vloge OMV-jev so zelo raznolike. Pri po Gramu negativnih bakterijah je večino gradnikov 
OMV-jev enakih, vendar se določene gradbene komponente razlikujejo. Te razlike dajejo 
OMV-jem iz posameznih bakterijskih vrst specifične funkcije (Lee in sod., 2008). OMV-ji 
s snovmi, ki jih prenašajo, aktivno sodelujejo pri tvorbi biofilmov. Zagotavljajo transport 
snovi pomembnih za agregacijo bakterij in pritrjanjem na površino. OMV-ji omogočajo 
prenos biomolekul med celicami (Kulkarni in Jagannadham, 2014). V OMV-jih, ki jih 
izločajo različne patogene bakterijo so potrdili prisotnost številnih virulentnih faktorjev, kot 
so toksini, adhezini, invazini in drugi podobni encimi. Ob imunskem odgovoru gostitelja z 
vezikli izločeni virulentni faktorji pripomorejo k močnejšem patogenem delovanju bakterije. 
Hkrati se tako obrambne celice gostitelja ne osredotočajo zgolj neposredno na bakterijo, 
temveč tudi na OMV-je, in tako bakterijam poveča možnosti za preživetje (Lee in sod., 
2008). V lumnu veziklov so potrdili prisotnost DNA, ki je varna pred nukleazami v okolju 
in tako poveča učinkovitost pri prenosu DNA do recipienta. S takšnim prenosom dednega 
materiala se poveča genetska raznolikost v danem okolju (Kuehn in Kesty, 2005). Z OMV-
ji se prenašajo tudi pomembne anorganske molekule, kot so kovinski ioni, ki so nujni za 
nemoteno delovanje mnogih celičnih procesov. Pomembno vlogo pa imajo pri obrambi 
bakterij in njihovi odpornosti. V stresnih pogojih celico obdajajo različne zanjo škodljive 
molekule, ki jih s povečanim izločanjem OMV-jev odstranijo s celične površine. Bakterija 
ta mehanizem uporablja tudi za izločanje nepravilno tvorjenih proteinov oz. toksinov. OMV-
ji ene bakterijske celice lahko absorbirajo snovi kot so antibiotiki in tako obvarujejo 
bakterijo, ki izloča OMV-je ter hkrati tudi druge bakterijske vrste v svoji okolici (Kulkarni 
in Jagannadham, 2014). 
 
2.3.4 Izločanje proteinov z OMV-ji 
 
Številne študije potrjujejo hipotezo, da OMV-ji predstavljajo pomemben način izločanja 
specifičnih proteinov v okolje (MacDonald in Kuehn, 2012). Sprva so prisotnost citosolnih 
proteinov v njihovem lumnu smatrali kot kontaminacijo veziklov z liziranimi celicami v 
okolju. Vendar so z izpopolnjenimi metodami za ločevanje proteinov na površini OMV-jev 
in v njihovi neposredni bližini to teorijo ovrgli (Kulkarni in Jagannadham, 2014). Večino 
proteoma OMV-jev tvorijo membranski proteini, vendar so kljub temu selektivno izbrani in 
tako niso vsi proteini v zunanji membrani prisotni v OMV-jih. Obstoj mehanizma, ki 
selektivno uvršča proteine v lumen OMV-jev potrjujejo številne študije. Proteini prisotni v 
lumnu sodijo v različne funkcionalne kategorije, kot so proteini zunanje membrane, porini, 
ionski kanali, molekulski prenašalci, periplazmatski in citoplazemski encimi in proteini 
povezani s stresnim odgovorom (Lee in sod., 2008). 
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2.3.5 Vloga OMV-jev pri razvoju parodontalne bolezni 
 
Parodontalna bolezen je zgolj ena izmed bolezni, kjer imajo OMV-ji s svojimi lastnostmi, 
opisanimi v prejšnih poglavjih, pomembno vlogo za njen razvoj. Vedno več študij potrjuje 
pomembnost OMV-jev med okužbo. V dentalnem žepku so odkrili strukture, za katere se 
predvideva, da so OMV-ji. Njihovo prisotnost dokazujejo lastnosti opaženih struktur, kot so 
zgradba iz lipopolisahardov in membranskih proteinov, ustrezna velikost in njihova 
stabilnost. OMV-ji predvidoma poleg drugih aktivnosti pripomorejo predvsem k 
intenzivnejši kolonizaciji patogenih bakterij, uničevanju zobnega tkiva, vnetja in širjenju 
negativnih posledic za gostitelja (Kuehn in Kesty, 2005). OMV-ji pa niso pomembni zgolj 
za patogene bakterije, kot je A. a., ki z OMV-ji zagotavljajo tudi transport virulentnih snovi, 
temveč so lahko pomemben faktor tudi za gostitelja, saj bi lahko bili ti vezikli potencialni 
indikatorji in tarča v boju proti okužbi (Ellis in Kuehn, 2010). 
 
2.4 KVASOVKA KOT MODELNI ORGANIZEM 
 
S. cerevisiae je enoceličen evkariont, ki ga uvrščamo med kvasovke in velja za najbolj 
primeren modelni organizem za proučevanje procesov v evkariontskih celicah (Karathia in 
sod., 2011, Duina in sod., 2014). Zaradi zgodovinskega pomena vrste S. cerevisiae v 
prehranski industriji to vrsto v različnih jezikih pogosto enačimo z izrazom kvasovke. 
Kvasovke imajo podobno celično zgradbo kot višji evkarionti. Imajo podoben nabor in 
zgradbo organelov, kot so na primer z membrano obdani jedro, endomembranski sistem in 
mitohondriji. V naravi kvasovke prehajajo med dvema paritvenima tipoma: a in α. Haploid 
paritvenega tipa a se pari s haploidom paritvenega tipa α in nastane diploidna celica. Pri za 
rast kvasovke manj ugodnih pogojih se pri diploidih sproži proces mejoze oziroma 
sporulacije, kjer nastanejo 4 haploidne spore – dve vsakega paritvenega tipa. V naravi jih 
običajno v izobilju najdemo v vinogradih, najdemo pa jih tudi na drugih rastlinskih vrstah in 
drugih primernih podlagah v naravi (Duina in sod., 2014).   
 
Prednosti kvasovk kot modelnega organizma so naslednje: imajo sorazmerno hiter 
življenjski cikel, lahko rastejo kot posamezne celice v tekočem mediju ali jih gojimo v 
kolonijah na trdnih gojiščih in njihovo gojenje je enostavno ter cenovno ugodno (Zakrajšek 
in sod., 2011). Potrebujemo zgolj osnovno laboratorijsko opremo in pripomočke. Kvasne 
celice se pri optimalnih laboratorijskih pogojih s procesom imenovanim brstenje delijo 
vsakih 90 minut. Na trdnih gojiščih posamezne nebrsteče celice merijo približno 5 µm in v 
nekaj dneh tvorijo kolonije. Kvasovke lahko za več let shranimo v glicerolu zamrznjene pri 
-80 °C (Duina in sod., 2014).  
 
Ključna lastnost, ki naredi kvasovko tako uporaben modelni organizem, je enostavna 
manipulacija z geni v kvasovki. Enostavno jih vstavljamo in izbijamo, bodisi na plazmidih 
bodisi v kromosomski DNA. Gene je sorazmerno enostavno mutirati in manipulirati  njihovo 
izražanje ter opazovati fenotipske spremembe. Z razvojem transformacije kvasovk lahko s 
pridom izrabljamo njihove uporabne lastnosti. Danes uporabljamo paleto sintetiziranih 
plazmidov z replikativnimi mesti, pridobljenimi iz divjih tipov kvasovk, ki nam omogočajo 
učinkovito pomnoževanje plazmidov znotraj kvasovk. S povečevanjem števila kopij 
plazmidov s specifično vstavljenimi geni lahko ob povečani produkciji specifičnih molekul 
proučujemo njihov vpliv na kvasovke. Z intenzivnim raziskovanjem kvasovk za namen 
12 
Pinter M. Vpliv proteina poliribonukleotid nukleotidiltransferaza bakterije Aggregatibacter ...  na rast kvasovke ... cerevisiae. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
njihove uporabe kot modelnega organizma so znanstveniki ugotovili, da je med kvasovkami 
in višjimi evkariontskimi vrstami presenetljivo visok delež ohranjenih aminokislinskih 
zaporedij in njihovih funkcij. Ta lastnost in poznavanje genetskih orodij za manipuliranje 
dednega materiala v kvasovkah dela le-te kot zelo pomemben organizem za proučevanje 
bolezni višjih evkariontov, kot je človek (Duina in sod., 2014).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
Aparatura za agarozno elektroforezo Amersham Pharmacia 
Biotech 
Velika Britanija 
Aparatura za PCR Mastercycler 
epgradient 
Eppendorf Nemčija 
Aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene Velika Britanija 
Avtoklav Kambič Slovenija 
Avtomatske pipete in nastavki Eppendorf Nemčija 
Centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
Centrifuga  R Eppendorf Nemčija 
Centrifuga 3-30 KS SIGMA Nemčija 
Hladilnik +4 °C Gorenje Slovenija 
Hladna soba +4 °C Smeva Nizozemska 
Magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
Mikrocentrifugirke Eppendorf Nemčija 
Mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenija 
Plinski gorilnik Tlos Hrvaška 
Spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
Spektrofotometer Shhimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
Stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
Termostatiran stresalnik Thermo Shaker 
TS100 
Lab4You GmbH Nemčija 
Tehtnica L420 S Sartorius Nemčija 
Tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
Vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
Vodna kopel: Model 215 Thermo Fisher Scientific ZDA 
Zamrzovalna omara -20 °C Liebherr Nemčija 
Zamrzovalna omara -80 °C Ultra Low Sanyo Japonska 
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3.1.2 Kemikalije in komercialni pufri 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij in komercialnih pufrov 
Ime Proizvajalec Država 
Agar  Formedium Velika Britanija 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Bacto – pepton Difco ZDA 
Borova kislina Emsure ZDA 
CSM Formedium Velika Britanija 
CSM-ura Formedium Velika Britanija 
dH2O   
DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo Fisher Scientific ZDA 
2x DreamTaq Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific ZDA 
dNTP Applied Biosytems ZDA 
Enoverižna DNA iz telečjega priželjca Sigma-Aldrich ZDA 
EtOH 96 %   
Etidijev bromid Thermo Fisher Scientific ZDA 
FastDigest Green buffer (10x) 
 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Galaktoza Thermo Fisher Scientific ZDA 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific ZDA 
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific ZDA 
Glukoza Thermo Fisher Scientific ZDA 
Kvasni ekstrakt Difco ZDA 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
LiAc Sigma-Aldrich ZDA 
PEG 3350  Sigma-Aldrich ZDA 
10x pufer za ligacijo Thermo Fisher Scientific ZDA 
10x pufer za encim SacI Thermo Fisher Scientific ZDA 
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3.1.3 Komercialni kompleti  
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih komercialnih kompletov 
Komplet Proizvajalec Država 
DreamTaq Green PCR Master Mix Thermo Fischer Scientific ZDA 
GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Fischer Scientific ZDA 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fischer Scientific ZDA 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fischer Scientific ZDA 
Phusion High-Fidelity DNA polymerase Thermo Fischer Scientific ZDA 
 
3.1.4 Pripravljena gojišča, pufri in raztopine 
 
Preglednica 4: Seznam pripravljenih gojišč, pufrov in raztopin 
Ime Sestava 
Enoverižna DNA 2 mg enoverižne DNA, 2 mL dH2O (segrevamo do največ 
70 °C, dokler se popolnoma ne raztopi) 
70 % EtOH 7 mL 96 % EtOH, dH2O do 10 mL 
40 % glukoza 40 g glukoza, dH2O do 100 mL 
40 % galaktoza 40 g galaktoza, dH2O do 100 mL 
LB* 25 g/L komercialno LB gojišče, do 1L dH2O 
LiAc 0,1 M 1,02 g LiAc, dH2O do 100 mL 
LiAc 10 M 10,2 g LiAc, dH2O do 100 mL 
PEG – 3350 % 2,5 g PEG – 3350 %, 2,5 mL dH2O 
TBE 5X 54 g/L Tris baza, 27 g/L borova kislina, 20 mL/L 0,5 M 
EDTA, dH2O do 1 L 
YNB-ura (glc)* 1,7 g/L YNB-aa, 5 g/L (NH4)2SO4, 0,77 g/L CSM-ura, 50 
mL/L 40 % glukoza (dodano po avtoklaviranju), dH2O do 1 
L 
YNB-ura (gal)* 1,7 g/L YNB-aa, 5 g/L (NH4)2SO4, 0,77 g/L CSM-ura, 50 
mL/L 40 % galaktoza (dodano po avtoklaviranju), dH2O do 
1 L 
YPD* 10 g/L kvasni ekstrakt, 20 g/L pepton, 20 g/L glukoza, dH2O 
do 1 L 
*Za vsa trdna gojišča smo dodali 20 g/L agarja. 
 
Vsa uporabljena gojišča smo 20 min sterilizirali v avtoklavu pri 121 °C. Tekoča gojišča smo 
ohladili na sobni temperaturi in jih do nadaljnje uporabe shranili v hladni sobi na +4 °C. 
Trdna gojišča smo po sterilizaciji ohladili v vodni kopeli na 55 °C in jih sterilno razlili v 
sterilne plastične petrijevke. Ko so se gojišča strdila, smo jih do uporabe shranili v hladni 
sobi na +4 °C. 
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Pri našem delu smo uporabili tudi selekcijska gojišča z antibiotiki. Tekoča gojišča smo 
pripravili tako, da smo ustrezen volumen antibiotika (Preglednica 7)  dodali tik pred njihovo 
uporabo. Trdna gojišča smo pripravili tako, da smo ustrezen volumen antibiotika dodali po 
sterilizaciji v avtoklavu, tik pred razlitjem v sterilne plastične petrijevke.  
 
3.1.5 Plazmidi 
 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih plazmidov 
Plazmid Proizvajalec Država 
pJET 1.2/blunt Thermo Fisher Scientific ZDA 
pJT4 Prejeli od Donald R. 
Demuth (Research Group 
in Oral Health and 
Systemic Disease) 
ZDA 
pYES2 Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
3.1.6 Antibiotiki in encimi 
 
Preglednica 6: Seznam uporabljenih antibiotikov in encimov 
Ime Proizvajalec Država 
Ampicilin Sigma ZDA 
Kanamicin Sigma ZDA 
BamHI Thermo Fisher Scientific ZDA 
DpnI Thermo Fisher Scientific ZDA 
SacI Thermo Fisher Scientific ZDA 
T4 DNA Ligaza Thermo Fisher Scientific ZDA 
XbaI Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
3.1.7 Raztopljeni antibiotiki 
 
Preglednica 7: Založna in delovna koncentracija uporabljenih antibiotikov 
Ime Založna koncentracija Delovna koncentracija 
Ampicilin 100 mg/mL 0,10 mg/mL 
Kanamicin 250 mg/mL 0,25 mg/mL 
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3.1.8 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 8: Seznam in opis uporabljenih začetnih oligonukleotidov, njihova uporaba ter dolžina fragmenta, 
ki smo ga pomnnožili.  
Oznaka Zaporedje 5'  3' Uporaba Dolžina 
fragmenta 
Fosfo1_Aa_
UP-SacI 
GCGGAGCTCGTGGTAGCCA
ATGAAAGTGCG 
Pomnoževanje 
gena pnp  
2232 bp 
Fosfo1_Aa_
DO-XbaI 
GCGTCTAGATCACTCCTGT
TCAAAAAGGTTGTCG 
DnaK3_Aa
_UP-SacI 
GCGGAGCTCATGGGAAAA
ATTATTGGTATTGAC 
Pomnoževanje 
gena dnaK 
1902 bp 
DnaK3_Aa
_DO-XbaI 
GCGTCTAGATTACTTGTTAT
CTTTCACTTCTTC 
ATPaza6_A
a_UP-SacI 
GCGGAGCTCATGCAACTAA
ATTCAACTGAAA 
Pomnoževanje 
gena atpA 
1542 bp 
ATPaza6_A
a_DO-XbaI 
GCGTCTAGACTACCAAGCA
CTGTTAGCTTTG 
S11-
8_Aa_UP-
SacI 
GCGGAGCTCATGGCAAAAA
CACCAGTTCGTG 
Pomnoževanje 
gena rpsA 
390 bp 
S11-
8_Aa_DO-
XbaI 
GCGTCTAGATTAAACACGA
CGTTTTTTCGGTG 
TadG9_Aa_
UP-SacI 
GCGGAGCTCATGAGCAAAA
ATTTTAACCTAAC 
Pomnoževanje 
gena tadG 
1578 bp 
TadG9_Aa_
DO-XbaI 
GCGTCTAGATTATTGGAAT
AATTTTGGCTT 
tRNAs10_
Aa_UP-
SacI 
GCGGAGCTCATGCCGATTA
TTACTTTACCTG 
Pomnoževanje 
gena thrS 
1932 bp 
tRNAs10_
Aa_DO-
XbaI 
GCGTCTAGACTACGCCTCA
CCCAATAATTTC 
PNPA100_
U 
CGGGAATAACGGATCAATC
GGACGGTCGATTAAACGGG
C 
Uvajanje mutacije 
na 133. AK 
2232 bp 
PNPA100_
D 
CGCGAGCTCTTATTTGTAC
AATTCATCCATACC 
 
pJT4_PNP_
F 
GCGGGATCCTATAATCATG
ATGTTCTCCTTTCA 
Pomnoževanje 
gena pnp z 
nativnim 
promotorjem in 
dodanim 
zaporedjem 3x 
FLAG  
2564 bp 
pJT4_PNP_
R 
CGCTCTAGATCATTTATCGT
CGTCATCTTTGTAGTCGAT
ATCATGATCTTTATAATCA
CCGTCATGGTCTTTGTAGTC
CTCCTGTTCAAAAAGGTTG
TCGGC 
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3.1.9 Organizmi 
 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih organizmov 
Organizem Genotipske lastnosti Vir 
E. coli DH5α F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 
nupG purB20 φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ– 
Biotehniška 
fakulteta 
S. cerevisieae 
BY4741 
MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Institut »Jožef 
Stefan« 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Opazovanje rasti kvasovk s posamezno vstavljenimi plazmidnimi konstrukti 
pYES2 PNP, pYES2 DnaK, pYES2 ATPaza, pYES2 S1, pYES2 TadG in pYES2 tRNAs 
na trdnem selektivnem gojišču z glukozo ali galaktozo  
 
3.2.1.1 Priprava plazmidnih konstruktov 
 
3.2.1.1.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Zapise za izbrane proteine PNPaza, DnaK, F0F1 ATP sintaza, RPS1, TadG in ThrRS smo 
pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) iz genoma bakterije A. a. izoliranega iz ust 
slovenskega pacienta z boleznijo parodontozo. Za pomnoževanje vsakega posameznega 
gena smo oblikovali dva začetna oligonukleotida tako, da prilegata na začetek in konec 
zapisa proteina. Začetnim oligonukleotidom, ki prilegajo na gen v smeri 5' 3', smo vstavili 
restrikcijsko mesto za encim SacI, tistim, ki prilegajo na gen v protiprepisni smeri, smo 
vstavili restrikcijo mesto za encim XbaI. Po pregledu zaporedij izbranih genov smo 
ugotovili, da znotraj njih ni prisotnih restrikcijskih mest za proteina SacI in XbaI. Hkrati ti 
dve restrikcijski mesti najdemo na plazmidu pYES2, ki smo ga uporabili pri nadaljnjih 
raziskavah tako v bakterijskih kot kvasnih celicah. Začetne oligonukleotide smo naročili pri 
podjetju Sigma-Aldrich in jih po navodilih proizvajalca raztopili v destilirani vodi do začetne 
koncentracije 100 µM. Pripravljene začetne oligonukleotide smo uporabili pri 
pomnoževanju genov izbranih proteinov. Pomnožili smo jih s kompletom »Phusion High-
Fidelity DNA polymerase« po navodilih proizvajalca NEB. Pripravili smo 6 PCR mešanic 
za posamezne gene, njihova sestava je opisana v preglednici 10. V preglednici 11 je zapisan 
PCR program, ki smo ga uporabili.  
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Preglednica 10: Sestava reakcijske zmesi za pomnoževanje genov izbranih proteinov s PCR 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
H2O 14,75 
5x Phusion HF pufer 5 
dNTP (10 mM) 0,5 
Začetni oligonukleotid 1 (10 µM) 1,25 
Začetni oligonukletid 2 (10 µM) 1,25 
Genomska DNA (0,1 µM) 2 
Phusion DNA polimeraza 0,25 
Skupni volumen  25 
 
Preglednica 11: Program za pomnožitev fragmentov izbranih genov 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija 98 30 1 
Denaturacija 98 10 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 30 30 
Podaljševanje 72 70 30 
Končno podaljševanje 72 300 1 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
3.2.1.1.2 Gelska elektroforeza 
 
Uspešnost pomnožitve DNA fragmentov smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 1,2 
% agarozni gel smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,48 g agaroze in dodali do 40 mL 1x 
TBE pufra ter homogeno zmešali z magnetnim mešalom. Erlenmajerico z vsebino smo 
segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se agaroza ni povsem raztopila. Po ohladitvi na 60 
°C smo gelu dodali 3 µL etidijevega bromida in gel razlili v nosilo z nastavljenim 
glavničkom za jamice. Ko se je gel strdil smo ga prenesli v stojalo za gelsko elektroforezo 
in ga zalili z 1x TBE pufrom do označbe na stojalu. 
 
Najprej smo na gel nanesli 6 µL PCR mešanice (5 µL PCR zmesi in 1 µL 6x nanašalnega 
pufra) in 3 µL 1 kbp standardne lestvice za primerjavo in določanje dolžine fragmentov. 
Tako smo preverili ali smo uspeli pomnožiti željene fragmente. Elektroforeza je potekala 30 
min pri stalni napetosti 11 V/cm. Zaradi negativne nabitosti molekul DNA se le-te na gelu 
ločijo po velikosti. Krajše molekule potujejo hitreje in se v med potekom elektroforeze na 
gelu pomaknejo dlje od daljših molekul, ki prepotujejo krajšo pot. Po končani gelski 
elektroforezi smo na napravi za slikanje gelov G:BOX slikali naš gel z dobljenimi fragmenti. 
Etidijev bromid, ki se interkalira v dvoverižno DNA, nam s fluoresciranjem pri valovni 
dolžini okoli 300 nm omogoči opazovanje in slikanje DNA fragmentov. 
 
Ko smo potrdili prisotnost vseh fragmentov smo po enakem postopku pripravili nov agarozni 
gel in nanesli preostanek PCR zmesi s 6x nanašalnim pufrom. Da bi uspešno pomnožen 
fragment ločili od matrične DNA, smo po končani gelski elektroforezi iz gela izrezali in 
izolirali vseh šest fragmentov ustreznih velikosti s kompletom »GeneJet Gel Extraction Kit« 
po navodilih proizvajalca. V končnem eluatu smo dobili izolirane, za restrikcijo pripravljene 
fragmente.  
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3.2.1.1.3 Izolacija plazmidne DNA iz bakterije 
 
Plazmid pYES2 smo izolirali iz bakterijskega seva DH5α s komercialnim kompletom 
»GeneJET Plasmid Miniprep Kit« po navodilih proizvajalca. 
 
3.2.1.1.4 Restrikcija plazmida in fragmentov DNA 
 
Očiščene fragmente DNA in plazmid pYES2 smo rezali z restrikcijskima encimoma SacI in 
XbaI. Tako smo pripravili lepljive konce za ligacijo pYES2 s posameznimi fragmenti. Po 
navodilih proizvajalcev encima delujeta pri različnih pogojih zato smo najprej pripravili 
sedem restrikcijskih mešanic z encimom XbaI in po čiščenju pripravili še sedem 
restrikcijskih mešanic z encimom SacI. Priprava prve restrikcijske mešanice z encimom 
XbaI je opisana v preglednici 12.   
 
Preglednica 12: Sestava restrikcijske zmesi uporabljene pri restrikciji DNA z encimom XbaI 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Fragment DNA/ plazmidna DNA 16 
Encim XbaI 1 
10x »Fast Digest« pufer 2 
dH2O 1 
Skupni volumen 20 
 
Pripravljeno restrikcijsko zmes smo inkubirali 15 min v vodni kopeli na 37 °C. Nato smo 
plazmid in vseh šest fragmentov DNA očistili s kompletom »GeneJET PCR Purification 
Kit«, da smo odstranili encime in pufre, ki bi lahko motili naše nadaljnje delo.  
 
Ponovno smo pripravili sedem restrikcijskih mešanic, tokrat z restrikcijskim encimom SacI 
in ustreznim pufrom, kot je opisano v preglednici 13.  
 
Preglednica 13: Sestava restrikcijske zmesi uporabljene pri restrikciji DNA z encimom SacI 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Fragment DNA/ plazmidna DNA 16 
Encim SacI 1 
10x SacI pufer 2 
dH2O 1 
Skupni volumen 20 
 
Restrikcijsko zmes smo inkubirali 1 h pri 37 °C. Fragmente DNA smo ponovno očistili s 
kompletom »GeneJET PCR Purification Kit«. Za plazmidno DNA smo izvedli gelsko 
elektroforezo, enako kot v poglavju 3.2.1.2, in na ta način ločili rezan plazmid od morebiti 
nerezanega. Na gel smo nanesli rezan plazmid pYES2, nerezan plazmid pYES2 in 
standardno lestvico »GeneRuler 1 kb DNA Ladder«. Rezano plazmidno DNA smo nato 
izolirali iz gela s kompletom »GeneJET Gel Extraction Kit«.  
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3.2.1.1.5 Ligacija plazmida s posameznimi fragmenti DNA 
 
Rezanje plazmida pYES2 in fragmentov DNA z istim setom restrikcijskih encimov nam 
sedaj omogoča njihovo ligacijo. Pripravljen imamo linearen plazmid in fragmente DNA z 
lepljivimi konci. Koncentracije vseh izoliranih fragmentov in plazmida pYES2 smo 
spektrofotometrično izmerili na napravi Nanodrop 1000. Pripravili smo 6 ligacijskih zmesi 
(preglednica 14), v katerih molarna koncentracija fragmentov DNA vsaj trikrat presega 
molarno koncentracijo plazmida. Molarne koncentracije smo skozi celotno magistrsko delo 
izvajali z napravo Nanodrop 1000. Prav tako smo pri nadaljnjih ligacijah ves čas upoštevali 
željena razmerja molarnih koncentracij plazmidov in fragmentov DNA. Ligacijske zmesi 
smo inkubirali 25 min pri 22 °C. Tako smo pripravili plazmidne konstrukte pYES2 s 
posamično vstavljenimi zapisi za šest izbranih proteinov.  
 
Preglednica 14: Sestava ligacijske zmesi 
Komponenta ligacijske zmesi Volumen (µL) 
5x »Rapid Ligation« pufer 2 
Plazmidna DNA  0,5 
Fragment DNA 7 
Ligaza T4 0,5 
Skupni volumen 10 
 
3.2.1.1.6 Transformacija plazmidnih konstruktov v bakterijo Escherichia coli 
 
6 pripravljenih plazmidnih konstruktov pYES2 z vstavljenimi posameznimi fragmenti DNA 
smo namnožili do višjih koncentracij. To smo naredili tako, da smo jih posamično 
transformirali v celice E. coli DH5α. Ta bakterijski sev je primeren za stabilno 
pomnoževanje plazmidov, saj ima izbrisan gen za endonukleazo A1 in rekombinazo RecA. 
V ledeni vodi smo počasi odtalili 6 50 µL kultur že pripravljenih kemokompetentnih celic 
DH5α in vsaki kulturi dodali eno izmed 6 ligacijskih zmesi. Kulture smo na ledu inkubirali 
30 min, nato pa izvedli temperaturni šok v vodni kopeli pri 42 °C za 90 s. Mešanice smo 2 
min ohlajali v ledeni vodi. Vsaki izmed mešanic smo dodali 400 µL na sobno temperaturo 
ogretega sterilnega LB gojišča in celice stresali 50 min pri 180 rpm 37 °C. Po inkubaciji smo 
zmesi centrifugirali 3 min pri 4000 g in jim odstranili večino supernatanta. Nato smo 
bakterijske usedline resuspendirali v 100 µL sterilnega LB gojišča in zmesi razmazali na 
trdna gojišča LB z dodanim ampicilinom (100 µg/mL). Transformirane bakterijske celice 
smo inkubirali na 37 °C preko noči. 
 
Sev DH5α ne nosi nobenega zapisa za odpornost proti antibiotikom, medtem ko vstavljeni 
plazmidi pYES2 nosijo zapis za odpornosti proti ampicilinu. Na gojišču naj bi tako preko 
noči zrasle zgolj uspešno transformirane bakterije. Z vsake izmed 6 plošč smo izbrali 2 
posamezni koloniji in jih s sterilnimi zobotrebci prenesli in razmazali na posamezna trdna 
LB gojišča z dodanim ampicilinom ter celice ponovno inkubirali preko noči pri 37 °C.  
 
3.2.1.1.7 Preverjanje prisotnosti izbranega fragmenta z metodo PCR na osnovi kolonije 
 
Naslednji dan smo s precepljenimi kolonijami izvedli PCR na osnovi kolonije. To je metoda, 
ki nam je z uporabo ustreznih začetnih oligonukletidov (preglednica 8)  za pomnoževanje 
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naših genov zagotovila, da so v izbranih transformantah res prisotni plazmidi pYES2 z 
vstavljenimi željenimi fragmenti. Za PCR smo uporabili DreamTaq Green PCR Master Mix 
z DreamTaq DNA polimerazo, ki sicer pri prepisovanju nukleotidov naredi več napak, kot 
Phusion DNA polimeraza, a je dovolj natančna za preverjanje prisotnosti željenih 
fragmentov DNA. Reakcijsko mešanico smo pripravili kot je opisano v preglednici 15 in 
pred izvedbo reakcije vanjo zgolj z dotikom kolonije z zobotrebcem prenesli nekaj celic. V 
PCR mešanico vnesemo celice s plazmidom, ki nosi zapis za naš izbran gen ter zanje 
prilegajoče se začetne oligonukleotide. Uporabili smo program prikazan v preglednici 16.  
 
Preglednica 15: Sestava reakcijske zmesi za dokazovanje prisotnosti genov izbranih proteinov v 
transformiranih celicah DH5α s PCR 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
dH2O 11,5 
Začetni oligonukleotid 1 (100 µM) 0,5 
Začetni oligonukletid 2 (100 µM) 0,5 
DreamTaq Green PCR Master Mix 12,5 
Skupni volumen  25 
 
Preglednica 16: Program za dokazovanje prisotnosti genov s PCR 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija 94 30 1 
Denaturacija 94 30 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 30 30 
Podaljševanje 72 130 30 
Končno podaljševanje 72 300 1 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
Nato smo izvedli gelsko elektroforezo po enakem postopku kot v poglavju 3.2.1.1.2 in 
potrdili prisotnost posameznih fragmentov DNA.  
 
3.2.1.1.8 Izolacija plazmidne DNA 
 
Izbrali smo po eno kolonijo, kjer smo potrdili prisotnost posameznega fragmenta, in iz njih 
izolirali plazmidno DNA s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep Kit«. Sedaj smo imeli 
pripravljenih vseh 6 transformacijskih plazmidov pYES2 z vstavljenimi posameznimi 
fragmenti z zapisi za 6 izbranih genov, ki smo jih nato transformirali v testne organizme S. 
cerevisiae. Izolirane plazmidne konstrukte smo do uporabe shranili v zamrzovalni omari pri 
-20 °C. 
 
3.2.1.2 Transformacija kvasovk z litijevim acetatom 
 
Kot modelni organizem smo za transformacijo izbrali kvasni sev BY4741 (opis seva se 
nahaja v preglednici 9), s katerim lahko z enostavnimi testi opazujemo spremembo 
fenotipskih lastnosti. Pripravili smo 7-krat po 10 mL tekočih gojišč YPD in vanje precepili 
posamezne kolonije ter jih inkubirali pri 180 obratih/min 30 °C preko noči. Po 12-16 urah 
inkubacije smo izmerili OD600 prekonočne kulture. Pripravili smo si sveža gojišča po 12 mL 
in vanje prenesli ustrezne volumne prekonočne kulture. Količino prenosa volumna 
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prekonočne kulture smo izračunali tako, da smo v posameznih 12 mL gojiščih dobili OD600 
= 0,1. Celice smo nato inkubirali 2-3 generacijske čase pri enakih pogojih kot prekonočne 
kulture. Ko so celice dosegle eksponentno rast (OD600 vsaj 0,5), smo kulture prenesli v 15-
mililitrske centrifugirke in jih centrifugirali pri sobni temperaturi 5 min pri 1750 rcf. 
Supernatant smo odstranili in celice resuspendirali v 6 mL sterilne dH2O. Celice smo 
ponovno centrifugirali pri enakih pogojih in odstranili supernatant. Posedle celice smo 
resuspendirali v 600 µL 0,1 M LiAc in jih prenesli v 1,5-mililitrske mikrocentrifugirke. 
Celice smo centrifugirali pri sobni temperaturi 1 min pri 2400 rcf. Odstranili smo supernatant 
in celice ponovno resuspendirali v 200 µL 0,1 M LiAc. Centrifugiranje smo ponovili pri 
enakih pogojih kot v prejšnem koraku in posedlim celicam odstranili supernatant. 
Pripravljene kemokompetentne celice smo do nadaljnje uporabi shranili na ledu. Nato smo 
pripravili transformacijsko mešanico. Sestave le-te je opisana v preglednici 17.  
 
Preglednica 17: Sestava transformacijske mešanice za transformacijo kvasovk S. cerevisiae sev BY4741 
Komponenta transformacijske mešanice Volumen (µL) 
50 % PEG-3350 240 
1 M LiAc 36 
Enoverižna DNA iz telečjega priželca 
(predhodno 5 min kuhali v vreli vodi) 
50 
Transformirajoča DNA (200 ng) * 
dH2O do skupnega volumna 
Skupni volumen 360 
* Volumen dodane transformirajoče DNA smo preračunali tako, da smo v transformacijsko mešanico vnesli 
približno 200 ng transformirajoče DNA. Izračun je odvisen od koncentracije posameznega plazmidnega 
konstrukta z vstavljenim genom.  
 
Transformacijsko mešanico smo dobro premešali z vibracijskim mešalom in jo dodali k prej 
pripravljenim kemokompetentnim celicam. Celice smo previdno resuspendirali z 
avtomatsko pipeto. Sledila je 30-60 min inkubacija pri 30 °C in nato 30-60 min inkubacija 
pri 42 °C. S slednjo inkubacijo smo izvedli toplotni šok in omogočili prehod 
transformirajoče DNA v notranjost celic. Celicam smo dodali 700 µL dH2O in previdno 
resuspendirali ter centrifugirali 1 min pri 2400 rcf pri sobni temperaturi. Supernatant smo 
odstranili in celice sprali v 700 µL dH2O, ter centrifugirali pri enakih pogojih kot v prejšnjem 
koraku. Po odstranitvi supernatanta smo posedle celice resuspendirali v 1 mL gojišča YPD 
in inkubirali 2-4 h brez stresanja pri 30 °C. Po inkubaciji smo celice centrifugirali pri sobni 
temperaturi 1 min pri 2400 rcf in odstranili supernatant. Celice smo sprali v 1 mL dH2O in 
ponovno centrifugirali pri enakih pogojih kot v prejšnjem koraku. Odstranili smo 
supernatant in celice resuspendiramo v 100 µL dH2O. Resuspendirane celice smo razmazali 
na trdna gojišča YNB-ura in jih inkubirali 2-3 dni pri 30 °C. Po eno kolonijo posamezne 
transformante smo precepili do posameznih kolonij na sveže plošče YNB-ura. Tako smo 
imeli transformante pripravljene za nadaljnjo uporabo. 
 
3.2.1.3 Primerjava rasti kvasovk na selektivnem gojišču YNB-ura z glukozo ali galaktozo 
 
Plazmid pYES2 nosi promotor GAL1/10 (GAL-promotor), ki ob pravilni tvorbi 
plazmidnega konstrukta aktivira masovno proizvodnjo želenega proteina. To je najbolj 
učinkovito pri pogojih, kjer edini vir sladkorja predstavlja galaktoza. Tako smo preverili rast 
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oz. preživetje kvasnih celic ob povečani sintezi proteinov PNPaza, DnaK, F0F1 ATP sintaza, 
RPS1, TadG in ThrRS. 
 
Po uspešni transformaciji kvasovk smo eno kolonijo iz vsake plošče precepili v sveža tekoča 
gojišča YNB-ura in inkubirali pri 180 obratih/min pri 30 °C preko noči. Naslednji dan smo 
iz vsake izmed sedmih kultur prenesli 1 mL kulture v čiste 1,5-mililitrske 
mikrocentrifugirke. Celice smo centrifugirali pri sobni temperaturi 1 min pri 2400 rfc, 
odstranili supernatant in celice sprali z 1 mL dH2O. Ta korak smo ponovili 2x in tako s celic 
sprali vso glukozo, ki je bila prisotna v tekočem gojišču YNB-ura. Za vsako transformanto 
smo pripravili redčitveno vrsto od 10-1 do 10-4 v dH2O. Z zadostnim razmikom med nanosi 
smo po 3 µL transformant iz vsake redčitve nanesli na trdni gojišči YNB-ura z glukozo 
oziroma YNB-ura z galaktozo. Na vsako ploščo smo kot negativno kontrolo za opazovanje 
vpliva izbranih proteinov nanesli transformanto s plazmidom pYES2 brez zapisa za gene A. 
a..  
 
3.2.2 Opazovanje rasti kvasovk z vstavljenim plazmidnim konstruktom pYES2 PNP s 
spremenjenim zaporedjem za 133. aminokislinski ostanek na trdnem selektivnem 
gojišču z glukozo ali galaktozo 
 
3.2.2.1 Priprava mutiranega plazmidnega konstrukta pYES2 mut. PNP6 
 
3.2.2.1.1 Uvedba mutacije s PCR 
 
Želeli smo izničiti katalitsko aktivnost proteina PNPaza. Po pregledu literature, ki povzema 
katalitsko mesto proteina PNPaza v homologu E. coli, smo predvideli katalitsko mesto 
proteina, ki je ključno pri povzročitvi katalitske reakcije med proteinom in gostiteljsko RNA. 
Želeli smo spremeniti katalitsko mesto proteina do mere nefunkcionalnosti, a hkrati ohraniti 
proteinsko strukturo. Z uvedbo mutacije v aminokislinskem zaporedju na 133. mestu smo 
ostanek arginin zamenjali z asparaginsko kislino. Mutacijo smo uvedli tako, da smo celoten 
plazmid pYES PNP pomnožili z začetnima oligonukleotidoma PNPA100_U in PNPA100_D 
(preglednica 8), ki na sredini zaporedja vsebujeta načrtovano mutacijo in se v ostalem delu 
prilagata nasprotnima verigama zapisa za PNPazo v plazmidnem konstruktu pYES2 PNP. 
Za uvedbo mutacije smo sledili navodilom proizvajalca kompleta »QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit«, kjer smo določene parametre prilagodili za naše dejansko delo 
s kompletom »Phusion High-FIdelity DNA polymerase«. Sestava PCR reakcijske zmesi in 
program izvedbe sta opisana v preglednicah 19 in 20. Čas pomnoževanja odseka DNA smo 
prilagodili velikosti plazmidnega konstrukta, ki znaša približno 8200 bp.  
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Preglednica 18: Sestava PCR reakcijske zmesi za spremembo ene aminokisline v plazmidnem konstruktu 
pYES2 PNP 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
dH2O 14,25 
5x Phusion HF pufer 5 
dNTP (10mM) 0,5 
Začetni oligonukleotid 1 (0,5 µM) 1 
Začetni oligonukletid 2 (0,5 µM) 1 
pYES2 PNP (2 ng/ µL) 3 
Phusion DNA polimeraza 0,25 
Skupni volumen  25 
 
Preglednica 19: PCR program za spremembo ene aminokisline v plazmidnem konstruktu pYES2 PNP 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija 98 30 1 
Denaturacija 98 10 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 53 60 30 
Podaljševanje 72 90 30 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
PCR zmes smo očistili s kompletom »GeneJET PCR Purification Kit« po navodilih 
proizvajalca.  
 
3.2.2.1.2 Odstranjevanje matrične plazmidne DNA z restrikcijo  
 
Da bi iz mešanice odstranili matrično DNA oz. nemutiran plazmid, smo nastavili 
restrikcijsko mešanico z encimom DpnI. DpnI je endonukleaza, ki reže metilirano in 
hemimetilirano DNA, a ne nemetilirane DNA. Metilaza v celici med drugim metilira tudi 
plazmidno DNA, naš PCR produkt pa je nemetiliran plazmid. Endonukleza DpnI tako 
razgradi in odstrani matrično DNA, naš nemetiliran plazmid pa ostane nepoškodovan. V 
preglednici 21 je opisana sestava restrikcijske zmesi, inkubirali smo 20 min pri 37 °C. Nato 
smo mešanico očistili s kompletom »GeneJET PCR Purification Kit« po navodilih 
proizvajalca.  
 
Preglednica 20: Sestava restrikcijske zmesi za rezanje matrične DNA 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
Mešanica plazmidov 17 
Encim DpnI 1 
10x »Fast Digest« pufer 2 
Skupni volumen  20 
 
3.2.2.1.3 Transformacija plazmidnega konstrukta pYES2 mut PNP6 v bakterijo E. coli 
 
Plazmid pYES2 z vstavljenim zapisom za mutiran protein PNPaza smo namnožili v 
bakterijskem sevu E. coli DH5α. K 50 µL že pripravljenih kemokompetentnih celic DH5α 
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smo dodali 1 µL mutiranega plazmida. Namnoževanje plazmidne DNA smo izvedli po 
postopku, opisanem v poglavju 3.2.1.1.6. 
 
3.2.2.1.4 Preverjanje prisotnosti mutiranega fragmenta DNA 
 
Prisotnost mutiranega gena v plazmidnem konstruktu smo preverili z reakcijo PCR po 
enakem postopku, kot je opisano v poglavju 3.2.1.1.7. Prisotnost želenega fragmenta smo z 
gelsko elektroforezo, opisano v poglavju poglavju 3.2.1.1.2, preverili v osmih po 
transformaciji zraslih kolonijah. Pri treh izmed njih smo na gelu določili liso fragmenta 
ustrezne velikosti. 
 
3.2.2.1.5 Izolacija in sekvenciranje plazmidne DNA 
 
Iz kolonij, pri katerih smo s PCR določili prisotnost plazmidnega konstrukta pYES2 z 
mutiranim genom za PNPazo, smo izolirali plazmidno DNA s kitom »GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit« po navodilih proizvajalca. S sekvenciranjem po Sangerju, ki ga je za nas 
izvedlo podjetje Mycrosinth AG, smo dokazali ustreznost nukleotidnega zaporedja 
mutiranega in nemutiranega gena. Ujemanje nukleotidnega in prevedenega 
aminkoislinskega zaporedja mutiranega in nemutiranega gena smo preverili s programskim 
orodjem BLASTn in BLASTp (NCBI).  
 
3.2.2.2 Transformacija kvasovk z litijevim acetatom 
 
Plazmidni konstrukt pYES2 mut. PNP6 smo transformirali v sev S. cerevisiae BY4741. 
Hkrati smo za primerjavo transformirali tudi plazmid pYES2 in pYES2 PNP. 
Transformacijo smo izvedli po enakem postopku, kot je opisan v poglavju 3.2.1.2. 
Transformirali smo plazmidno DNA z oznako pYES2 mut. PNP 6. To je izolat ene izmed 
dveh kolonij, kjer smo dokazali prisotnost mutiranega gena. 
 
3.2.2.3 Primerjava rasti kvasovk na selektivnem gojišču z glukozo ali galaktozo 
 
Zrasle transformante smo precepili do posameznih kolonij in preverili rast kvasovk na 
trdnem gojišču YNB-ura z glukozo ali galaktozo po enakem postopku kot v poglavju 3.2.1.3. 
 
3.2.3 Opazovanje rasti kvasovk z vstavljenim plazmidnim konstruktom pYES2 PNP 3x 
FLAG na trdnem selektivnem gojišču z glukozo ali galaktozo. 
 
3.2.3.1 Priprava plazmidnega konstrukta pYES2 PNP 3x FLAG za transformacijo v 
kvasovke S. cerevisiae. 
 
3.2.3.1.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Preverili smo biološko aktivnost proteina PNP s pripetim peptidnim repkom 3x-FLAG. Zato 
smo pripravili plazmidni konstrukt pYES2 PNP 3xFLAG. Z metodo PCR smo naprej 
pomnožili želeni DNA fragment PNP iz genomske DNA A. a. Za pomnoževanje smo 
uporabili začetna oligonukleotida Fosfo1_Aa_UP-SacI in pJT4_PNP_R (preglednica 8). 
Fosfo1_Aa_UP-SacI smo že uporabili za pomnoževanje gena v poglavju 3.2.1.1.1, 
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pJT4_PNP_R pa smo oblikovali tako, da prilega na konec zapisa za gen PNP in nosi 
restrikcijsko mesto za encim XbaI ter zaporedjem 3x-FLAG. Sestava PCR mešanice, ki smo 
jo pripravili, in PCR program sta opisana v preglednicah 10 in 11.  
 
3.2.3.1.2 Gelska elektroforeza in izolacija fragmenta DNA 
 
Gelsko elektroforezo smo izvedli enako, kot je opisano v poglavju 3.2.1.1.2 in iz gela s 
kompletom »GeneJet Gel Extraction Kit« izolirali pomnožen DNA fragment PNP 3x FLAG, 
ki smo ga glede na ustrezno velikost določili na gelu.  
 
3.2.3.1.3 Restrikcija fragmenta DNA 
 
Fragment PNP 3x FLAG smo rezali z istim setom encimov, kot imamo že rezan plazmid 
pYES2 in ju tako pripravili za ligacijo ter transformacijo v bakterijski sev DH5α. Restrikcijo  
smo izvedli z encimoma SacI in XbaI in sledili postopku opisanem v poglavju 3.2.1.1.4. V 
naslednjem koraku smo uporabili rezan plazmid pYES2, pripravljen v poglavju 3.2.1.1.4. 
 
3.2.3.1.4 Ligacija plazmida s fragmentom DNA 
 
Izvedli smo ligacijo plazmida pYES in PNP 3x FLAG rezana z istim setom encimov. Sledili 
smo postopku opisanem v poglavju 3.2.1.1.5.  
 
3.2.3.1.5 Transformacija plazmidnih konstruktov v bakterijske celice E. coli 
 
Z namenom pomnoževanja našega plazmida, smo izvedli transformacijo v sev DH5α po 
enakem postopku kot je opisano v poglavju 3.2.1.1.6. Po inkubaciji preko noči, smo 8 
izbranih zraslih kolonij precepili na sveže ampicilinske plošče in s tem smo pridobili večjo 
celično maso za nadaljnjo izolacijo plazmidne DNA.  
 
3.2.3.1.6 Preverjanje prisotnosti izbranega fragmenta z metodo PCR na osnovi kolonije 
 
Za vseh osem kolonij izvedli PCR na osnovi kolonije, ki je opisana v poglavju 3.2.1.1.7, da 
smo preverili prisotnost željenega fragmenta PNP 3x FLAG. Uporabili smo začetna 
oligonukleotida Fosfo1_Aa_UP-SacI in pJT4_PNP_R (preglednica 8). Po končani PCR 
reakciji smo produkt  nanesli na agarozni gel in izvedli gelsko elektroforezo tako, kot je 
opisano v poglavju 3.2.1.2.  
 
3.2.3.1.7 Izolacija plazmidne DNA 
 
V kolonijah, kjer smo potrdili priostnost našega fragmenta DNA, smo iz precepljenih in 
preko noči pri 37 °C inkubiranih kolonijah s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« 
izolirali plazmidno DNA. Sedaj smo imeli plazmidni konstrukt pYES2 PNP 3x FLAG 
pripravljen za transformacijo v kvasovke.  
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3.2.3.2 Transformacija kvasovk z litijevim acetatom 
 
V tem koraku smo vse ključne pripravljene plazmidne konstrukte transformirali v kvasne 
celice sev BY4741. Poleg v prejšnjem poglavju pripravljenega plazmidnega konstrukta 
pYES2 PNP 3x FLAG, smo transformirali še naslednje plazmide in plazmidne konstrukte: 
pYES2, pYES2 PNP in pYES2 mut. PNP 6. Tako smo preverili ponovljivost naših metod in 
si z eno metodo omogočili primerjavo in strnitev vseh ključnih rezultatov. Plazmidne 
konstrukte smo transformirali po enakem postopku, kot v poglavju 3.2.1.2.  
 
3.2.3.3 Primerjava rasti kvasovk na selektivnem gojišču YNB-ura z glukozo ali galaktozo 
 
Po vidno uspešni transformaciji smo rast transformant primerjali na trnem gojišču YNB-ura 
z glukozo ali galaktozo. Ta korak smo izvedli po enakem postopku, kot je opisano v poglavju 
3.2.1.3.  
 
3.2.4 Priprava plazmidnega konstrukta pJT4 PNP 3x FLAG z nativnim promotorjem  
za transformacijo v bakterijo A. a.  
 
3.2.4.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
Po pregledu literature smo se odločili za uporabo plazmida pJT4. Uporabili smo začetna 
oligonukleotida pJT4_PNP_F in pJT4_PNP_R. Iz genoma A. a. smo z njima pomnožili gen 
za PNP skupaj z njegovim nativnim promotorjem. Ponovno smo uporabili začetni 
oligonukleotid pJT4_PNP_R. Začetni oligonukleotid pJT4_PNP_F pa oblikovali tako, da 
prilega na začetek zapisa za pripadajoč promotor in vsebuje restrikcijsko mesto za encim 
BamHI. Encima BamHI in XbaI režeta tako plazmid pJT4 kot pYES2 in sta zato primerna 
za naše nadaljnje delo. Začetna oligonukleotida smo po navodilih proizvajalca raztopili v 
destilirani vodi do začetne koncentracije 100 µM.  
 
Primerno redčena začetna oligonukleotida smo uporabili za pomnoževanje gena PNP s 
pripadajočim nativnim promotorjem. Pomnožili smo ga s kompletom »Phusion High-
Fidelity DNA polymerase« po navodilih proizvajalca NEB. Pripravili smo reakcijsko 
mešanico opisano v preglednici 21 in jo izvedli po programu opisanem v preglednici 22.  
  
Preglednica 21: Sestava reakcijske zmesi za pomnožitev gena PNP z nativnim promotorjem in zaporedjem 3x-
FLAG s PCR 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
Phusion HF mastermix 12,5 
Začetni oligonukleotid 1 (10 µM) 0,5 
Začetni oligonukletid 2 (2 µM) 0,5 
Genomska DNA (0,1 µM) 1,5 
dH2O 10 
Skupni volumen  25 
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Preglednica 22: PCR program za pomnožitev gena PNP z nativnim promotorjem in zaporedjem 3x-FLAG 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija 98 30 1 
Denaturacija 98 10 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 30 30 
Podaljševanje 72 120 30 
Končno podaljševanje 72 300 1 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
3.2.4.2 Gelska elektroforeza in izolacija plazmidne DNA 
 
PCR produkt smo nanesli na agarozni gel in izvedli gelsko elektroforezo, kot je opisano v 
poglavju 3.2.1.1.2. Fragmente smo očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction Kit«.  
 
3.2.4.3 Restrikcija plazmida ter fragmenta DNA  
 
Pripravili smo dve restrikcijski mešanici z istim setom restrikcijskih encimov BamHI in 
XbaI. Priprava prve restrikcijske mešanice s fragmentom PNP 3x FLAG z nativnim 
promotorjem je opisana v preglednici 23, priprava druge s plazmidom pJT4 pa je opisana v 
preglednici 26. Obe mešanici smo inkubirali 15 min pri 37 °C.  
 
Preglednica 23: Sestava restrikcijske zmesi pri restrikciji DNA fragmenta z encimoma BamHI in XbaI. 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Fragment DNA 16 
Encim BamHI 1 
Encim XbaI 1 
10x »Fast digest« pufer 2 
Skupni volumen 20 
 
Po končani restrikciji DNA fragmenta smo zmes očistili s komercialnim kompletom 
»GeneJET PCR Purification Kit« po navodilih proizvajalca. Fragment je sedaj pripravljen 
za ligacijo z ustrezno pripravljenim plazmidom pJT4. 
  
Preglednica 24: Sestava restrikcijske zmesi pri restrikciji plazmidne DNA z encimoma BamHI in XbaI. 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Plazmidna DNA 10 
Encim BamHI 1 
Encim XbaI 1 
10x »Fast digest« pufer 2 
dH2O 6 
Skupni volumen 20 
 
Po končani restrikciji plazmida pJT4, smo restrikcijsko zmes s plazmidno DNA nanesli na 
gel in izvedli gelsko elektroforezo, enako kot je opisano v poglavju 3.2.1.1.2. Na ta način 
smo ločili rezan plazmid od nerezanega. Rezan plazmid pJT4 smo izolirali in očistili s 
kompletom »GeneJet Gel Extraction Kit«. Tako smo pripravili plazmid pJT4 z lepljivimi 
30 
Pinter M. Vpliv proteina poliribonukleotid nukleotidiltransferaza bakterije Aggregatibacter ...  na rast kvasovke ... cerevisiae. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
konci za ligacijo s pripravljenim fragmentom PNP 3x FLAG pod kontrolo nativnega 
promotorja.  
 
3.2.4.4 Ligacija plazmida in fragmenta DNA 
 
Ligacijo smo izvedli z namenom, da pridobimo plazmidni konstrukt pJT4 PNP 3x FLAG z 
nativnim promotorjem. Ligacijsko mešanico, opisano v preglednici 25, smo inkubirali 25 
min pri 22 °C. 
 
Preglednica 25: Sestava ligacijske zmesi 
Komponenta ligacijske zmesi Volumen (µL) 
5x »Rapid Ligation« pufer 2 
Plazmidna DNA  3,5 
Fragment DNA 3 
Ligaza T4 0,5 
MQ 1 
Skupni volumen 10 
 
3.2.4.5 Transformacija plazmidnega konstrukta v bakterijske celice E. coli 
 
Po končani ligaciji smo ligacijsko zmes prenesli v 100 µL odtaljenih kemokompetentnih 
celic in izvedli transformacijo v bakterijski sev DH5α po postopku, opisanem v poglavju 
3.2.1.1.6. Plazmid pJT4 je odporen na antibiotik kanamicin, zato celice za namnoževanje 
našega plazmidnega konstrukta v zadnjem koraku transformacije razmažemo na sveže 
pripravljene kanamicinske plošče (C= 0,25 mg/mL) in jih inkubiramo preko noči pri 37 °C.  
 
3.2.4.5 Preverjanje prisotnosti fragmenta DNA s PCR-jem kolonije  
 
Naslednji dan smo izbrali 8 izmed zraslih kolonij in jih precepili na sveže kanamicinske 
plošče, ter dan za tem s PCR-jem kolonij v njih preverili prisotnost DNA fragmenta PNP 3x 
FLAG z nativnim promotorjem. Za pomnoževanje fragmenta smo ponovno uporabili 
začetna oligonukleotida pJT4_PNP_F in pJT4_PNP_R. Pripravili smo 8 reakcijskih mešanic 
z enako sestavo, kot je opisano v preglednici 15. Iz posameznih kolonij smo z dotikom 
zobotrebca prenesli nekaj celic v vsako izmed pripravljenih mešanic. Uporabili smo program 
prikazan v preglednici 16. Po končani PCR reakciji smo izvedli agarozno gelsko 
elektroforezo, enako kot je opisano v poglavju 3.2.1.1.2.  
 
3.2.4.6 Izolacija plazmidne DNA 
 
Lise v velikosti željenega fragmenta smo določili pri testiranih dveh kolonijah. Iz teh dveh 
precepljenih kolonij smo s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« izolirali plazmidno 
DNA. Plazmidni  konstrukt pJT4 PNP 3xFLAG z nativnim promotorjem smo imeli 
pripravljen za vnos v bakterijske celice A. a. Plazmidni konstrukt smo do nadaljnje uporabe 
shranili pri -20 °C.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 FENOTIPSKO OPAZOVANJE RASTI TRANSFORMIRANIH KVASOVK Z 
VSTAVLJENIM PLAZMIDNIM KONSTRUKTOM pYES2 PNP, pYES2 DnaK, pYES2 
ATPaza, pYES2 S1, pYES2 TadG ALI pYES2 tRNAs  NA TRDNEM SELEKTIVNEM 
GOJIŠČU Z GLUKOZO ALI Z GALAKTOZO 
 
4.1.1 Priprava posameznih plazmidnih konstruktov 
 
Zapise za posamezne izbrane proteine, ki naj bi izkazovali vezavno lastnost z molekualmi 
RNA ter se iz bakterije izločajo v OMV, smo iz genoma bakterije A. a. D7S pomnožili z 
reakcijo PCR z uporabo specifičnih začetnih oligonukleotidov, ki so opisani v preglednici 8. 
Med načrtovanjem začetnih oligonukleotidov smo za namen nadaljnje uporabe pomnoženih 
fragmentov dodali prepoznavni mesti za restrikcijska encima SacI in XbaI, saj ti prepoznavni 
mesti najdemo na plazmidu pYES2 in hkrati takšna mesta niso prisotna znotraj genov, 
izbranih za našo raziskavo. GAL-promotor na plazmidu nam je pri transformaciji kvasovk 
omogočil inducirano izražanje želenih genov in s tem povečano produkcijo izbranih 
proteinov ter opazovanje njihovega vpliva na kvasovke. Selekcijo nam je na plazmidu 
pYES2 omogočal zapis za gen URA3, ki omogoča sintezo uracila. Uspešnost pomnoževanja 
genov z reakcijo PCR smo preverili z gelsko elektroforezo, kjer smo s primerjavo s 
standardno lestvico 1 kbp uspešno dokazali pomnožke vseh šestih fragmentov ustreznih 
velikosti (velikosti genov oz. pomnoženih fragmentov so zapisane v preglednici 8). 
Fragmente smo izolirali in očistili iz gela z ustreznim kitom.  
 
Izoliran plazmid pYES2 in posamezne očiščene fragmente smo rezali z restrikcijskima 
encimoma SacI in XbaI. Tako smo konce plazmida in fragmentov pripravili na ligacijo. 
Izvedli smo ligacijo rezanega plazmida pYES2 s posameznimi fragmenti in plazmidne 
konstrukte tako pripravili za transformacijo v bakterije E. coli.  
  
4.1.2 Pomnoževanje plazmidnih konstruktov in dokazovanje uspešnosti njihove 
priprave.  
 
Pripravljene plazmidne konstrukte smo transformirali v bakterije E. coli DH5α, ki smo jih s 
stresanjem pri 37 °C inkubirali preko noči in tako povečali število kopij transformiranih 
vektorjev. Plazmid pYES2 nosi zapis za odpornost proti ampicilinu, kar je v našem primeru 
predstavljalo selekcijo. Izbrane kolonije smo testirali za prisotnost ustreznega plazmidnega 
vključka z reakcijo PCR in tako s pomnoževanjem posameznih fragmentov in nato z 
agarozno gelsko elektroforezo dokazali uspešnost transformacije. Posamezne konstrukte 
smo uspešno transformirali v vsaj eno izmed šestih testiranih kolonij. Imena izbranih genov, 
oznake insertov tekom izvedbe testa, velikosti pomnožkov in uporabljeni začetni 
oligonukleotidi so predstavljeni v preglednici 26. Posamezni pomnožki po končanih 
agaroznih gelskih elektroforezah so prikazani na sliki 3, sliki 4 in sliki 5.  
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Preglednica 26: Imena pomnoženih genov, njihova oznaka tekom izvedbe testa, velikosti pomnoženih 
fragmentov in uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
Ime 
pomnoženega 
gena 
Oznaka 
pomnoženega 
inserta 
Velikost 
inserta 
Uporabljen 
začetni 
oligonukleotid 1 
Uporabljen 
začetni 
oligonukleotid 2 
pnp Fragment 1 2232 bp Fosfo1_Aa_UP-
SacI 
Fosfo1_Aa_DO-
XbaI 
dnaK  Fragment 2 1902 bp DnaK3_Aa_UP-
SacI 
DnaK3_Aa_DO-
XbaI 
atpA Fragment 3 1542 bp ATPaza6_Aa_UP-
SacI 
ATPaza6_Aa_DO-
XbaI 
rpsA Fragment 4 390 bp S11-8_Aa_UP-
SacI 
S11-8_Aa_DO-
XbaI 
tadG Fragment 5 1578 bp TadG9_Aa_UP-
SacI 
TadG9_Aa_DO-
XbaI 
thrS Fragment 6 1932 bp tRNAs10_Aa_UP-
SacI 
tRNAs10_Aa_DO-
XbaI 
 
 
 
Slika 3: Preverjanje kolonij transformiranih bakterij E. coli DH5α za vsebnost rekombinantnih genov tadG ali 
thrS z reakcijo PCR. Oznaka fr5 kol3 - fragment gena tadG pomnožen na koloniji z oznako 3, fr5 kol4 – 
fragment gena tadG pomnožen na koloniji z oznako 4, fr6 kol1 - fragment gena thrS pomnožen na koloniji z 
oznako 1, fr6 kol2 - fragment gena thrS pomnožen na koloniji z oznako 2. Std – velikostna lestvica DNA. 
Puščici na levi strani slike označujeta pričakovano velikosti pomnožkov glede na lestvico DNA. 
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Slika 4: Preverjanje kolonij transformiranih bakterij E. coli DH5α za vsebnost rekombinantnih genov dnaK ali 
atpA z reakcijo PCR. Oznaka fr3 kol4 - fragment gena atpA pomnožen na koloniji z oznako 4, fr2 kol6 – 
fragment gena dnaK pomnožen na koloniji z oznako 6. Std – velikostna lestvica DNA. Puščici na levi strani 
slike označujeta pričakovano velikosti pomnožkov glede na lestvico DNA. 
 
 
Slika 5: Preverjanje kolonij transformiranih bakterij E. coli DH5α za vsebnost rekombinantnih genov rpsA ali 
pnp z reakcijo PCR. Oznaka fr4 kol1 - fragment gena rpsA pomnožen na koloniji z oznako 1, fr4 kol2 – 
fragment gena rpsA pomnožen na koloniji z oznako 2, fr1 kol1 - fragment gena pnp pomnožen na koloniji z 
oznako 1, fr1 kol2 - fragment gena pnp pomnožen na koloniji z oznako 2. Std – velikostna lestvica DNA. 
Puščici na levi strani slike označujeta pričakovano velikosti pomnožkov glede na lestvico DNA. 
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Iz kolonij, v katerih smo potrdili prisotnost ustreznih vstavljenih plazmidnih konstruktov, 
smo izolirali pDNA in izmerili koncentracije DNA z napravo NanoDrop (oznake in 
koncentracije plazmidnih konstruktov so navedene v preglednici 27). Hkrati smo izmerili 
koncentracijo izoliranega plazmida pYES2, ki smo ga nato transformirali v kvasovko katero 
smo uporabili kot negativno kontrolo. Plazmidne vektorje smo tako imeli pripravljene za 
njihovo transformacijo v kvasovko S. cerevisiae.   
 
Preglednica 27: Oznake izoliranega plazmidnega konstrukta in njihove koncentracije. 
Oznaka transformirajočega vektorja Koncentracija pDNA [ng/µL] 
pYES2 PNP 44,8 
pYES2 DnaK 102,0 
pYES2 ATPaza 146,0 
pYES2 S1 97,3 
pYES2 TadG 135,0 
pYES2 tRNAs 68,3 
pYES2 240,0 
 
4.1.3 Vpliv produktov genov pnp, dnaK, atpA, rpsA ali thrS  na rast kvasovk  
 
Posamezni plazmidni konstrukt (preglednica 27) smo transformirali v kvasovko S. 
cerevisiae sev BY4741. Transformante smo razmazali na trdnih selektivnih gojiščih YNB-
ura in plošče inkubirali 3 dni pri 30 °C. Rast vseh transformant na trdnih gojiščih je bila 
vidna s prostim očesom. Izmed posameznih zraslih transformant smo po eno kolonijo 
precepili na sveže YNB-ura plošče do posameznih kolonij, ki smo jih tako pripravili za naš 
naslednji test.  
 
Naslednji test je temeljil na prisotnosti galaktoznega promotorja na plazmidu pYES2, ki nam 
je ob pravilni sestavi plazmidnega konstrukta omogočil povečano izražanje izbranega 
vstavljenega gena. Tako smo fenotipsko opazovali vpliv povišane koncentracije vseh šestih 
izbranih proteinov na rast kasovke. Po eno kolonijo posamezne transformante smo inkubirali 
v tekočem gojišču YNB-ura z glukozo kot virom sladkorja. Posedle transformirane celice 
smo dobro sprali z dH2O in za vsako posamezno transformanto pripravili redčitveno vrsto v 
dH2O od 10-1 do 10-4. Po 4 pripravljene redčitve posameznih transformant, med njimi 
transformanto s plazmidom pYES2 brez vključka, ki predstavlja negativno kontrolo, smo 
nanesli na plošči YNB-ura pripravljeni z glukozo in hkrati na YNB-ura plošči pripravljeni z 
galaktozo kot viroma sladkorja (skupaj štiri plošče s transformantami v štirih redčitvah; Slika 
6). 
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Slika 6: Rast transformant kvasovk z vstavljenimi plazmidnimi konstrukti z izbranim genom bakterije A. a. 
pod kontrolo galaktoznega promotorja na trdnih gojiščih YNB-ura z glukozo ali galaktozo. Transformanta z 
vstavljenim nespremenjenim plazmidom pYES2 predstavlja negativno kotrolo. A in B: Gojišče YNB-ura 
pripravljeno z glukozo: transformante BY4741 s  plazmidnim konstruktom od 1-6; 1: pYES2 PNP, 2: pYES 
DnaK, 3: pYES2 ATPaza, 4: pYES2 S1, 5: pYES2 TadG in 6: pYES2 tRNAs; pl: nespremenjen plazmid 
pYES2. C in D: Gojišče YNB-ura pripravljeno z galaktozo: Enake transformante kot na slikah A in B, z istimi 
oznakami vstavljenih konstruktov od 1 do 6 ter pl. Nanešene redčitve kvasovk (10-1 – 10-4) so izpisane nad 
kolonijami. Komentar k sliki C, oznaka 3: Padajoče redčitve transformante smo nanesli v nasprotni smeri kot 
preostale transformante, kar pa ne vpliva na reprezentativnost rezultata. 
 
Transformante smo po treh dneh inkubacije opazovali in primerjali njihovo rast na trdnem 
gojišču YNB-ura z glukozo ali galaktozo. Na trdnem gojišču z glukozo (Slika 6: A in B) je 
bila rast vseh šestih transformant primerljiva z negativno kontrolo BY4741 pYES2. Na 
trdnem gojišču YNB-ura z galaktozo (Slika 6: C in D) je bila rast transformant z oznakami 
od 2-6 primerljiva z negativno kontrolo. Pri transformantah z oznako 1 (vstavljen plazmidni 
konstrukt pYES2 PNP) pa je rast vidno inhibirana pri vseh štirih redčitvah. Slednji rezultat 
nakazuje, da je izmed testiranih genov produkt gena pnp toksičen za kvasovko. 
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4.2 ANALIZA VPLIVA PROTEINA PNP S SPREMENJENIM AMINOKISLINSKIM 
OSTANKOM NA MESTU 133 NA RAST KVASOVKE 
 
4.2.1 Uvedba mutacije 133. aminokisline na plazmidnem konstruktu pYES2 PNP  
 
Jarrige in sodelavci so v svoji študiji, ki so jih izvedli z bakterijo E. coli, dokazali da mutacija 
R100D izniči katalitično sposobnost proteina in hkrati ne vpliva na njegovo proteinsko 
struktu. Zato smo se odločili, da v genu pnp, ki smo ga vnesli v plazmidni konstrukt pYES2 
PNP, z reakcijo PCR zamenjamo zapis za aminokislino arginin z zapisom za asparaginsko 
kislino, ki se na homolognem genu pri A. a. nahaja na 133. mestu. Načrtovali smo začetna 
oligonukleotida PNPA100_U in PNPA100_D, ki komplementarno nalegata na sosednje 
aminokisline in namesto arginina nosita zapis za asparaginsko kislino. Mutacijo smo uvedli 
z reakcijo PCR tako, da smo pomnožili celoten plazmidni konstrukt pYES2 PNP. Iz PCR 
pomnožka smo očistili matrično DNA in plazmidni konstrukt pripravili za transformacijo v 
E. coli.  
 
Mutiran plazmidni konstrukt z oznako pYES2 mut. PNP 6 smo transformirali v bakterijo E. 
coli, tako smo plazmid namnožili in ga nato izolirali. Z začetnimi oligonukleotidi za 
pomnoževanje gena pnp (glej preglednico 26) smo z reakcijo PCR kolonij pomnožili gen in 
z gelsko elektroforezo dokazali prisotnost našega fragmenta v transformiranih kvasovkah. 
Iz kolonij, pri katerih smo dokazali prisotnost fragmenta, smo izolirali pDNA in jo poslali 
podjetju Mycrosint AG, da so za nas izvedli sekvenciranje pa Sangerju. Z orodjem Expasy 
Translate smo nukleotidno zaporedje prevedli v aminokislinsko. Primerjava pridobljenega 
aminokislinskega zaporedja mutiranega gena pnp na plazmidnem konstruktu pYES2 mut. 
PNP 6 in gena pnp na nemutiranem plazmidnem konstruktu pYES2 PNP je prikazana na 
sliki 7. Za primerjavo smo uporabili orodje Protein BLAST NCBI.  
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Slika 7: Primerjava pridobljenih zaporedij med prevedenim mutiranim genom pnp na plazmidnem konstruktu 
pYES2 mut. PNP 6 (Query) in prevedenim nemutiranim genom pnp na plazmidnem konstruktu pYES2 PNP 
(Sbjct). Z rumeno barvo je označena mutacija na 133. mestu. 
Ob pregledu primerjave zaporedij smo ugotovili, da smo uspešno zamenjali 133. 
aminokislinski ostanek arginin z asparaginsko kislino (mutacija v zaporedju je obarvana z 
rumeno barvo) in s tem potrdili uspešnost izvedbe mutacije.  
 
4.2.3 Vpliv proteina PNP z mutiranim aminoskilinskim ostankom, ki predvidoma gradi 
katalitski center na rast kvasovk  
 
V kvasovke seva BY4741 smo transformirali pripravljena plazmidna konstrukta pYES2 
mut. PNP 6 in pYES2 PNP ter plazmid pYES2 kot negativno kontrolo k opazovanju vpliva 
proteina na kvasovke. Transformante smo pri različnih redčitvah nanesli na trdno gojišče 
YNB-ura z glukozo ali galaktozo. Rezultati so prikazani na sliki 8.  
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Slika 8: Primerjava rasti transformant kvasovk z vstavljenimi plazmidnimi konstrukti pYES2 PNP ali pYES2 
mut. PNP 6 ali plazmidom pYES2 na A: YNB-ura trdnem gojišču, pripravljenim z glukozo in B: YNB-ura 
trdnem gojišču, pripravljenim z galaktozo. pYES2: transformanta z vstavljenim izhodnim plazmidom pYES2 
brez vključka (negativna kontrola), PNP: transformanta z vstavljenim plazmidnim konstruktom pYES2 PNP, 
mut.PNP: transformanta z vstavljenim plazmidnim konstruktom pYES2 mut. PNP 6. Nanešene redčitve 
kvasovk (10-1 – 10-4) so izpisane nad kolonijami. 
 
Ponoven test s transformantami z vstavljenim plazmidnim konstruktom pYES2 PNP je 
potrdil že predstavljene rezultate (Slika 6). Na gojišču YNB-ura z glukozo je rast teh 
transformant primerljiva z negativno kontrolo. Na gojišču YNB-ura z galaktozo pa je rast 
transformant z vstavljenim pYES2 PNP vidno inhibirana. Rast transformante z vstavljenim 
plazmidnim konstruktom pYES2 mut. PNP 6 je tako na gojišču YNB-ura z glukozo kot z 
galaktozo neinhibirana in primerljiva z negativno kontrolo. Razlika v rasti teh dveh 
transformant z vstavljenima pYES2 PNP in pYES2 mut. PNP 6 na gojišču z galaktozo je 
zelo izrazita. Rezultati kažejo na pomen aminoksilinskega ostanka 133 proteina PNP 
bakterije A. a. pri katalizi ter potrjujejo, da je intakten rekombinantni protein PNP toksičen 
za rast kvasovke. 
 
4.3 OPAZOVANJE RASTI TRANSFORMIRANIH KVASOVK Z VSTAVLJENIM 
PLAZMIDNIM KONSTRUKTOM pYES2 PNP 3x FLAG NA TRDNEM SELEKTIVNEM 
GOJIŠČU Z GLUKOZO ALI Z GALAKTOZO 
 
4.3.1 Priprava plazmidnega konstrukta pYES2 PNP 3x FLAG 
 
S pripravo plazmidnega konstrukta pYES2 PNP 3x FLAG smo želeli preveriti biološko 
aktivnost proteina PNP s peptidnim repkom 3x-FLAG, ki bi nam v nadaljnjih poskusil 
omogočil enostavno lokalizacijo proteina s protitelesi. Gen za protein smo pomnožili z 
reakcijo PCR in za pomnoževanje uporabili začetna oligonukleotida Fosfo1_Aa_UP-SacI in 
pJT4_PNP_R, slednji s pripetim zaporedjem 3x-FLAG (preglednica 8). Uspešnost 
pomnoževanja smo preverili z gelsko elektroforezo, kjer smo dobili fragment ustrezne 
velikosti. Fragment smo izrezali iz gela in ga očistili ter ga tako pripravili za pripravo 
plazmidnega konstrukta pYES2 PNP 3x FLAG.  
 
Plazmidni konstrukt smo transformirali v bakterijske celice E. coli DH5α in ga tako 
namnožili do večjega števila kopij. Izbrali smo 8 kolonij, ki so zrasle na ampicilinskih 
ploščah in s PCR-jem kolonij preverili prisotnost fragmenta pYES2 PNP 3x FLAG. 
Uporabili smo ista začetna oligonukleotida, kot za pomnoževanje gena, torej začetna 
oligonukleotida Fosfo1_Aa_UP-SacI in pJT4_PNP_R. Pomnožek smo po končani reakciji 
nanesli na agarozni gel. Rezultat agarozne elektroforeze je prikazan na sliki 9.  
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Slika 9: Preverjanje kolonij transformiranih bakterij E. coli DH5α za vsebnost fragmenta PNP 3x FLAG. 
Puščica na desni strani slike označuje pričakovano velikost pomnožkov. Lise na spodnjem robu agaroznega 
gela so ostanki začetnih oligonukleotidov. Oznake kol.1 – 8. označuje številko vzorčene kolonije. Std 1 kbp – 
velikostni standard DNA. 
 
S PCR in gelsko elektroforezo smo potrdili uspešno transformacijo plazmidnega konstrukta 
pYES2 PNP 3x FLAG v DH5α v kolonijah z oznakama 1 in 3. Na gelu vidimo pomnožke 
ustreznih velikosti (pomnožen gen pnp s pripetim zaporedjem 3x-FLAG). Iz zraslih kolonij 
1 in 3 smo nato izolirali pDNA in tako plazmidni konstrukt pYES2 PNP 3x FLAG pripravili 
za transformacijo v kvasovko. Pred transformacijo smo pravilnost zaporedja vključka 
dokazali s sekvenciranjem. 
 
4.3.3 Vpliv proteina PNP 3x FLAG na rast kvasovk  
 
Plazmidni konstrukt pYES2 PNP 3x FLAG smo transformirali v kvasovko sev BY4741. 
Hkrati smo za primerjavo ponovno izvedli transformacijo plazmidnih konstruktov pYES2 
PNP in pYES2 mut. PNP 6 ter nespremenjenega plazmida pYES2 za negativno kontrolo. 
Izbrane kolonije, zrasle na YNB-ura, smo precepili do posameznih kolonij in jih pri različnih 
redčitvah nanesli na glukozno in galaktozno trdno gojišče YNB-ura (slika 10). 
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Slika 10: Primerjava rasti transformiranih kvasovk z vstavljenimi plazmidnim konstruktom pYES2 PNP, 
pYES2 mut. PNP 6, pYES2 PNP 3x FLAG ali s kontrolnim plazmidom pYES2 na A: YNB-ura trdnem gojišču, 
pripravljenim z glukozo in B: YNB-ura trdnem gojišču, pripravljenim z galaktozo. pYES2: transformanta z 
vstavljenim plazmidom pYES2 brez vključka (negativna kontrola), PNP: transformanta z vstavljenim 
plazmidnim konstruktom pYES2 PNP, mut.PNP: transformanta z vstavljenim plazmidnim konstruktom 
pYES2 mut. PNP 6, 3xFLAG: transformanta z vstavljenim plazmidnim konstruktom pYES2 PNP 3x FLAG. 
Nanešene redčitve kvasovk (10-1 – 10-4) so izpisane nad kolonijami. 
 
Test smo hkrati ponovili še s transformantami z vstavljenima plazmidnima konstruktoma 
pYES2 PNP in pYES2 mut. PNP 6 in z njima potrdili že predstavljene rezultate. Na gojišču 
YNB-ura z glukozo je rast vseh transformant primerljiva z negativno kontrolo. Na gojišču 
YNB-ura z galaktozo pa je rast transformant z vstavljenima vektorjema pYES2 PNP in 
pYES2 PNP 3x FLAG vidno inhibirana pri vseh pripravljenih redčitvah. Rast transformant 
z vstavljenima vektorjema pYES2 in pYES2 mut. PNP 6 je na YNB-ura z galaktozo ponovno 
primerljiva tako med sabo kot z istimi transformantami na gojišču YNB-ura z glukozo. 
Rezultati kažejo, da značka 3x FLAG ne vpliva znatno na toksično aktivnost proteina 3x 
FLAG PNP.  
 
4.4 PRIPRAVA PLAZMIDNEGA KONSTRUKTA pJT4 PNP 3X FLAG Z NATIVNIM 
PROMOTORJEM 
 
Plazmidni konstrukt pJT4 PNP 3x FLAG z nativnim promotorjem smo pripravili za namen 
analize dokaza prenosa proteina PNP iz bakterije A. a. v s to bakterijo inficiranih 
evkariontskih celicah. Oznaka FLAG na proteinu nam omogoča, da s protitelesi sledimo 
prisotnosti proteina v celicah. Iz gDNA A. a. D7S smo s PCR pomnožili gen pnp skupaj z 
nativnim promotorjem in z začetnimi oligonukleotidi pripeli repek 3x FLAG na C-terminalni 
konec proteina. Za pomnoževanje smo uporabili začetna oligonukleotida pJT4_PNP_F in 
pJT4_PNP_R opisana v preglednici 8. Uspešnost PCR reakcije smo preverili na agaroznem 
gelu z gelsko elektroforezo. Fragment ustrezne velikosti smo nato izrezali iz gela in ga 
očistili ter ga ligirali z rezanim plazmidom pJT4. Tako pripravljen plazmidni konstrukt pJT4 
PNP 3x FLAG, z genom za protein PNP 3x FLAG pod kontrolo nativnega promotrja za 
tranformacijo v E. coli. 
 
Pripravljen plazmidni konstrukt smo tranformirali v bakterijo E. coli DH5α. Izmed zraslih 
transformant smo jih 8 izbrali in precepili na sveža trdna gojišča s kanamicinom. Z istima 
začetnima oligonukleotidoma, kot smo jih uporabili za pomnožitev fragmenta iz gDNA A. 
a., smo iz kolonij pomnoževali izbran fragment in uspešnost pomnoževanja preverili z 
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gelsko elektroforezo (slika 11). Na sliki 11 vidimo dva pomnožka ustreznih velikosti iz 
kolonije z oznakama 5 in 7. Iz teh dveh kolonij smo izolirali pDNA in tako plazmidni 
konstrukt pYES2 PNP 3x FLAG z nativnim promotorjem pripravili za tranformacijo v 
bakterijo A. a. Ustreznost vključka smo dokazali s sekvenciranjem. 
 
 
Slika 11: Preverjanje kolonij transformiranih bakterij E. coli DH5α za vsebnost fragmenta PNP 3x FLAG z 
nativnim promotorjem. Puščica na desni strani slike označuje pričakovano velikost pomnožkov. Lise na 
spodnjem robu so ostanki začetnih oligonukleotidov. Oznake kol.1 – 8. označuje številko vzorčene kolonije. 
Std 1 kbp – velikostni standard DNA. 
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5 RAZPRAVA 
 
Bakterija A. a. je en izmed ključnih povzročiteljev parodontalnih bolezni (Henderson in sod., 
2010). V zanjo stresnih pogojih, kot je imunski odziv v ustni votlini gostitelja, v svoje okolje 
intenzivneje izloča OMV-je, ki med drugim prenašajo tudi protein (Ellis in Kuehn, 2010). 
Miha Škalič (2016) je v svoji magistrski nalogi določil kandidate proteine seva A. a. D7S, 
ki naj bi interagirali z molekulami mRNA v človeških celicah. Napovedal je več proteinov, 
ki jih bakterija izloča in hkrati kažejo sposobnost vezave RNA (Škalič, 2016). Odločili smo 
se za izbor šestih proteinov, ki se iz bakterije izločajo v OMV in preverili njihov vpliv na 
rast kvasovke S. cerevisiae BY4741 (Kieselbach in sod., 2015). Kvasovke imajo podobno 
celično zgradbo kot višji evkarionti. Z ugodnimi lastnostmi, kot so sorazmerno hiter 
življenjski cikel in enostavno ter cenovno ugodno gojenje (Zakrajšek in sod., 2011), je 
kvasovka za naše namene predstavljala odličen modelni organizem. Dodobra je bila za 
uporabo premišljena tudi izbira plazmidnih vektorjev pYES2 in pJT4 ter uporabljenih 
restrikcijskih encimov SacI, XbaI in BamHI, s katerimi smo učinkovito tvorili izbrane 
plazmidne konstrukte in uspešno izvajali transformacije tako v bakterijo E. coli kot v 
kvasovko S. cerevisiae. 
 
5.1 VPLIV IZBRANIH PROTEINOV NA RAST TRANSFORMIRANIH KVASOVK 
 
Po transformaciji pripravljenih plazmidnih konstruktov v E. coli DH5α smo z reakcijo PCR 
in uporabo specifičnih začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje posameznih genov 
nedvoumno dokazali prisotnost vstavljenih genov v pripravljenih plazmidnih konstruktih. 
Na slikah 3, 4 in 5  je razvidno, da smo vseh šest plazmidnih konstruktov uspešno pripravili 
in izmed vseh testiranih transformiranih kolonij uspešno transformirali v vsaj eno izmed 
posameznih transformant. Po izoliciji pDNA iz transformant, v katerih smo uspešno dokazali 
prisotnost posameznih fragmentov, smo koncentracije izolirane pDNA pomerili z napravo 
NanoDrop. Koncentracije posameznih plazmidnih konstruktov so bile ustrezne za 
transformacije le-teh v kvasovke. 
 
Posamezne plazmidne konstrukte in izhodni plazmid pYES2 smo transformirali v kvasovko 
S. cerevisiae sev BY4741. Plazmid pYES2 nosi zapis za gen URA3, ki omogoča sintezo 
uracila, zato smo za razmaz transformant pripravili gojišče YNB-ura in tako po treh dneh 
inkubacije pridobili zgolj kolonije z vstavljenimi pripravljenimi plazmidnimi konstrukti. Na 
ploščah je zraslo veliko število posameznih kolonij in za vsako transformanto smo izbrali po 
eno kolonijo, ki smo jo precepili v tekoča YNB-ura gojišča in posamezne kolonije čez noč 
namnoževali za naš naslednji test. 
 
Primerjali smo rast transformant s posamezno vstavljenimi zapisi za izbrane proteine na 
YNB-ura gojiščih pripravljenih z glukozo in z galaktozo (slika 6). Na gojišču z glukozo, kjer 
ni dodanega induktorja za promotor pred izbranimi geni, je rast vseh transformant 
primerljiva z negativno kontrolo. Iz rezultatov na gojišču z galaktozo, kjer galaktoza inducira 
povečano izražanje genov za GAL1- promotorjem, pa smo ugotovili, da povišano izražanje 
petih od šestih genov za izbrane proteine ne vpliva na rast transformant, v katerih se ti 
proteini predvidoma izražajo (slika 6). S tem testom torej nismo opazili kakršnegakoli vpliva 
na rast kvasovk ob povišanih koncentracijah proteinov DnaK, F0F1 ATP sintaza, RPS1, 
TadG in ThrRS. Zanimiva pa je rast transformante z vstavljenim plazmidnim konstruktom 
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pYES2 PNP, ki je na gojišču YNB-ura z galaktozo vidno inhibirana. Protein PNPaza se na 
seznamu proteinov, ki ga je Miha Škalič (2016) pripravil v sklopu svoje magistrske naloge, 
nahaja na prvem mestu glede na vrednost specifične vezavnosti na RNA/DNA vezavno 
domeno (Škalič, 2016). PNPaza pri bakterijah primarno deluje kot eksonukleaza, ki 
razgrajuje vse vrste enoverižnih molekul RNA. Pri bakterijah ta proces razgradnje sodi v 
regulacijo procesiranja molekul RNA. PNPaza je lahko del multiproteinskega 
degradacijskega kompleksa, ki prav tako sodeluje pri razgradnji enoverižnih molekul RNA, 
ki niso ustrezne za nadaljnje procesiranje  (Cameron in sod., 2018). Pri ljudeh ima PNPaza 
v osnovi vlogo prenašalca za celično dihanje ključnih molekul RNA v mitohondrije (Wang 
in sod., 2010). Najnovejše raziskave pa dokazujejo, da je PNPaza pri ljudeh, podobno kot 
pri po Gramu negativnih bakterijah, s svojo eksonukleazno aktivnostjo ključna pri razgradnji 
molekul RNA pri procesu programirane celične smrti. Prekomerne koncentracije PNPaze 
lahko programirano celično smrt celo sprožijo (Liu in sod., 2018). Vse te informacije 
sovpadajo z našimi rezultati, ki jih vidimo na sliki 6. Predvidevamo, da je pod galaktoznim 
promotorjem povišano izražanje gena pnp vodilo v prekomero produkcijo proteina PNPaza, 
ki je nenadzorovano razgrajeval za kvasovko esencialne enoverižne molekule RNA. 
Menimo, da je kvasovka s tem izgubila nadzor nad regulacijo procesiranja molekul RNA. 
Zaradi podatka, da pri kvasovkah do sedaj še niso odkrili gena za protein PNPaza (Chen in 
sod., 2006, Cameron in sod., 2018), pa menimo, da protein uspešno zaobide obrambne 
mehanizme kvasovke in le-ta ni sposobna preživeti. Povišano izražanje PNPaze so testirali 
tudi v E. coli, vendar ker gre za bakteriji znan protein ima le-ta razvite avtoregulatorne 
mehanizme, so ti normalizirali izražanje gena pnp in s tem koncentracijo proteina (Bralley 
in Jones, 2003). Miha Škalič (2016), v svoji magistrski nalogi predvideva, da bakterija A. a. 
protein PNPaza v svojo okolico izloča vezikularno (Škalič, 2016, Kieselbach in sod., 2015), 
zato verjamemo, da bi lahko bakterija A. a. intenzivneje izločala PNPazo med razvojem 
parodontalne bolezni. Število izločenih OMV-jev se namreč izrazito poveča v za bakterijo 
stresnih razmerah, kot na primer med invazijo gostitelja (Ellis in Kuehn, 2010). Tako se 
lahko koncentracije PNPaze lokalizirano izrazito povišajo in bi lahko toksično delovale na 
gostitelja. 
 
5.2 PREVERJANJE FUNKCIONALNOSTI MUTIRANEGA PROTEINA PNPaza 
 
Da bi preverili zanesljivost pridobljenih rezultatov, smo se odločili, da določimo 
aminokislino, ki je ključna za katalitsko aktivnost proteina PNPaza in jo mutiramo. 
Kvasovka je v tem primeru odličen modelni organizem, saj bi se nefunkcionalnost proteina 
PNPaza predvidoma izražala tako, da bi tranasformirana kvasovka s povišanim izražanjem 
vstavljenega mutiranega gena pnp preživela. Jarrige in sodelavci (2002) so v svoji študiji, ki 
so jo izvedli z bakterijo E. coli, dokazali, da mutacija R100D izniči katalitično sposobnost 
proteina PNPaza in hkrati ne vpliva na njegovo proteinsko strukturo. Na podlagi njihovih 
rezultatov smo se odločili za enako zamenjavo aminokisline arginin z asparaginsko kislino, 
ki se na homolognem genu pri bakteriji A. a. nahaja na 133. mestu. Mutiran in nemutiran 
gen za PNPazo smo poslali na sekvenciranje po Sangerju. Po pretvorbi nukleotidnega 
zaporedja v aminkislinsko vidimo natančno uvedeno mutacijo iz arginina v asparaginsko 
kislino na 133. mestu (slika 7). Do drugih (naključnih) mutacij ni prišlo. 
 
Uspešno pripravljen plazmidni konstrukt z mutiranim zapisom za PNPazo smo 
transformirali v kvasovko in transformante pripravili za primerjalni test rasti transformant 
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na gojišču YNB-ura z glukozo ali galaktozo. Hkrati smo test izvedli tudi za nemutiran 
plazmidni konstrukt pYES2 PNP, da smo potrdili predhodno pridobljene rezultate. Menimo, 
da je bil test, katerega rezultat je prikazan na sliki 7, zelo uspešen. Potrdili smo povsem 
inhibirano rast transformant z intenzivnejšim izražanjem gena pnp, ki ga vzpodbudi 
galaktozni promotor pred proteinom na gojišču YNB-ura z galaktozo. Skladno s 
predvidevanji pa je kvasovka z vstavljenim mutiranim plazmidnim konstruktom preživela. 
Njihova rast je primerljiva z negativno kontrolo, kjer smo vstavili plazmid pYES2 brez 
vključka. Sklepamo lahko, da smo skladno z literaturo uspešno določili ključno 
aminokislino, ki vpliva na funkcionalnost proteina PNPaza. Predvidevamo, da podobno kot 
pri E. coli, tudi pri A. a. mutacija spremeni katalitično mesto proteina in kljub vezavi proteina 
na molekulo RNA s to mutacijo onemogočimo katalitično delovanje proteina , a ne vpliva na 
strukturo proteina (Jarrige in sod., 2002). Tako smo onemogočili za kvasovko predvidoma 
toksično delovanje PNPaze. 
 
5.3 PREVERJANJE BIOLOŠKE AKTIVNOSTI PROTEINA PNPaza S PRIPETIM 
PEPTIDNIM REPKOM 3x-FLAG. 
 
Peptidna oznaka FLAG je peptid sestavljen iz osmih aminokislin, ki se običajno uporablja 
za lažjo detekcijo specifičnih proteinov v živih celicah in za njihovo izolacijo ter čiščenje. 
Zaradi majhnosti in hidrofilne narave običajno ne vpliva na zvijanje in biološko aktivnost 
tarčnega proteina. Protein s pripetim repkom 3x-FLAG lahko označimo s komercialnimi 
protitelesi (Krachmarova in sod., 2017). Z naslednjim testom smo preverili biološko 
aktivnost PNPaze s pripetim repkom 3x-FLAG. 
 
Pripravili smo plazmidni konstrukt z oznako pYES2 PNP 3x FLAG in ga transformirali v 
sev E. coli DH5α. S PCR-jem kolonij smo z uporabo ustreznih začetnih oligonukleotidov 
preverili uspešnost transformacije. Na sliki 8 vidimo lise v velikosti, ki ustrezajo fragmentu 
z genom pnp in pripetim trojnim zaporedjem za FLAG. Iz teh dveh kolonij smo izolirali 
pDNA in plazmidni konstrukt iz kolonije z oznako 1 uporabili za transformacijo v kvasovko. 
Odločili smo se, da vse ključne teste tekom izvedene magistrske naloge ponovimo in rezultat 
predstavimo na dveh ploščah s trdnim gojiščem (Slika 9). Za transformante z vstavljenimi 
plazmidnimi konstrukti pYES2 PNP in pYES2 mut. PNP 6 smo pridobljene rezultate 
dodatno potrdili. Rast transformante z na novo pripravljenim plazmidnim konstruktom 
pYES2 PNP 3x FLAG je pričakovana. Na gojišču YNB-ura z glukozo le-ta raste primerljivo 
z negativno kontrolo in s transformanto z vstavljenim pYES2 PNP. Na gojišču YNB-ura z 
galaktozo pa je rast transformante s pYES2 PNP 3x FLAG, podobno kot transformanta s 
pYES2 PNP, izrazito inhibirana. Ta rezultat nam pove, da FLAG pripet na PNPazo znatno 
ne vpliva na biološko aktivnost tega proteina. To vedenje je uporabno za nadaljnje raziskave 
za čiščenje proteina PNPaza in njegovo lokalizacijo v živih celicah.  
 
5.4 PRIPRAVA PLAZMIDNEGA KONSTRUKTA pJT4 PNP 3x FLAG Z NATIVNIM 
PROMOTORJEM 
 
Kot zadnjo nalogo smo si zadali pripravo ustreznega plazmidnega konstrukta, s katerim bi 
lahko opazovali ali se proteina PNPaza iz bakterij A. a. prenese v evkariontsko celično linijo, 
ki je inficirana z bakterijami A. a.. Juarez-Rodriguez in sodelavci so pripravili plazmid pJT4, 
primeren za transformacijo tako v E. coli kot v A. a. Plazmid nosi zapis za odpornost na 
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kanamicin in restrikcijski mesti za XbaI ter BamHI (Juárez-Rodríguez in sod., 2013), preko 
katerih smo vstavili pripravljen fragment PNP 3x FLAG z nativnim promotorjem, 
pomnoženim iz genoma A. a. Pripravljen plazmidni konstrukt smo transformirali v bakterijo 
E. coli in ga tako pomnožili do višjih koncentracij. Na sliki 10 vidimo rezultat izvedbe gelske 
elektroforeze po PCR-ju osmih izbranih transformiranih kolonij. Pomnožke ustreznih 
velikosti smo določili v kolonijah z oznako 5 in 7. Tako smo dokazali prisotnost našega 
fragmenta PNP 3x-FLAG z nativnim promotorjem in s tem uspešnost transformacije v E. 
coli. Iz na sveže precepljenih kolonij 5 in 7 smo izolirali pDNA in tako pripravili plazmidni 
konstrukt pJT4 PNP 3x-FLAG z nativnim promotorjem za transformacijo v bakterijo A. a. 
Plazmidni konstrukt vstavljen v bakterijo A. a., s katero bomo inficirali humano celično 
linijo, bo omogočil, da preučimo prenos proteina PNPaza v evkariontsko celico.   
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6 SKLEPI 
 
- Uspešno smo pripravili plazmidne konstrukte z geni za sintezo rekombinantnih 
proteinov PNPaza, DnaK, F0F1 ATP sintaza, RPS1, TadG in ThrRS v bakteriji E. coli 
in kvasovki S. cerevisiae. 
- Povišana koncentracija proteina PNPaza bakterije A. a. v transformirani kvasovki 
povzroči inhibicijo rasti transformante. 
- Povišane koncentracije proteinov DnaK, F0F1 ATP sintaza, RPS1, TadG in ThrRS 
bakterije A. a. v transformiranih kvasovkah vidno ne vplivajo na rast transformant. 
- Zamenjava aminokislinskega ostanka arginin z asparaginsko kislino na mestu 133 
PNPaze bakterije A. a. prepreči inhibitorni efekt proteina na rast kvasovke. 
- Značka 3x-FLAG pripeta na C-terminalni konec proteina PNPaza ne vpliva znatno 
na inhibitorno aktivnost proteina na rast kvasovke. 
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7 POVZETEK 
 
Parodontalne bolezni so skupina najbolj razširjenih obolenj ustne votline. Hujši obliki 
parodontalnih bolezni sta kronični in agresivni parodontitis. Bolezensko stanje je povezano 
z razrastjo patogenih bakterij, kot so Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans in Bacteriodes forsythus, v parodontalnem žepku (Cheng in sod., 
2017). Pri pacientih z diagnosticiranim parodontitisom so glede na zdravo ustno floro 
določili izrazito povečano število bakterije A. a. Bakterija v svojo okolico izloča dva dobro 
raziskana toksina: leukotoksin in citoletalni toksin, ki škodljivo vplivata na celice gostitelja 
(Brown in sod., 2018, Shenker in sod., 2016). Ker je parodontitis izrazito multifaktorska 
bolezen, je težko določiti virulente faktorje, ki neposredno vplivajo na razvoj bolezni. Na 
podlagi genov, ki jih bakterija nosi v genomu, lahko sklepamo o vlogah posameznih 
proteinov, vendar je potrebno za natančno poznavanje biokemijskih aktivnosti določenega 
produkta posamično preučiti njihov vpliv na žive organizme (Henderson in sod., 2010). 
 
Miha Škalič (2016) je v svoji magistrski nalogi z zlivanjem podatkov s simultano matrično 
faktorizacijo določil kandidate proteine seva A. a. D7S, ki naj bi interagirali z molekulami 
mRNA v človeških celicah. Napovedal je več proteinov, ki jih bakterija izloča in hkrati 
kažejo sposobnost vezave RNA (Škalič, 2016). V tej magistrski nalogi smo preverili vpliv 
šestih izbranih proteinov na rast kvasovke S. cerevisiae BY4741. Izbrali smo proteine 
PNPaza, DnaK, F0F1 ATP sintaza, RPS1, TadG in ThrRS, ki naj bi se iz bakterije izločali z 
membranskimi vezikli. Pripravili smo šest plazmidnih konstruktov pYES2 s posameznimi 
zapisi za gene za izbrane proteine pod kontrolo GAL1-promotorja in jih trasformirali v 
kvasovke. Opazovali smo rast transformant na gojišču YNB-ura z dodano glukozo ali 
galaktozo. Na gojišču YNB-ura z glukozo je rast vseh transformant primerljiva z negativno 
kontrolo. Na gojišču YNB-ura z galaktozo pa je bila rast transformante s povišano ekspresijo 
gena za PNPazo izrazito inhibirana, medtem ko je bila rast preostalih petih transformant 
primerljiva z negativno kontrolo. V divjem tipu kvasovke S. cerevisiae PNPaza ni prisotna 
in lahko sklepamo, da so previsoke koncentracije proteina za kvasovko toksične. PNPaza pri 
bakterijah primarno deluje kot eksonukleaza, ki razgrajuje enoverižne molekule RNA 
(Cameron in sod., 2018). Menimo, da previsoke koncentracije PNPaze v kvasovki 
povzročijo razgradnjo esencialnih enoverižnih molekul RNA. Kvasovka procesa razgradnje 
ni sposobna uravnati in predvidoma zato ne preživi.  
 
Naslednji cilj je bil določiti ključno aminokislino za katalizo proteina PNPaza. Jarrige in 
sod. so v svoji študiji, ki so je izvedli z bakterijo E. coli, dokazali, da mutacija R100D izniči 
katalitsko sposobnost proteina PNPaza in hkrati ne vpliva na njegovo proteinsko strukturo 
(Jarrige in sod., 2002). Na podlagi teh rezultatov smo zamenjali arginin in asparaginsko 
kislino, ki se na homolognem genu pri bakteriji A. a. nahaja na 133. mestu. Rast 
transformirane kvasovke z vstavljenim mutiranim genom za PNPazo je ob z galaktozo 
povišanem izražanju tega gena ni inhibirana, ampak je primerljiva z negativno kontrolo. 
Sklepamo, da smo uspešno določili mutacijo, ki spremeni katalitsko aktivnost proteina 
PNPaza.  
 
Preverili smo tudi biološko aktivnost proteina PNPaza s pripetim repkom 3x-FLAG. 
Peptidna oznaka 3x-FLAG se uporablja za detekcijo specifičnih proteinov v živih celicah in 
za njihovo izolacijo ter čiščenje. Zaradi majhnosti in hidrofilne narave le-ta običajno ne 
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vpliva na zvijanje in biološko aktivnost tarčnega proteina (Krachmarova in sod., 2017). Rast 
transformiranih kvasovk s povišano produkcijo PNPaze s pripetim repkom 3x-FLAG, je bila 
na gojišču YNB-ura z galaktozo močno inhibirana. Rast teh transformant je tako primerljiva 
z rastjo transformant s povišano produkcijo PNPaze brez pripetega repka 3x-FLAG. Iz 
dobljenih rezultatov sklepamo, da 3x-FLAG repek ne vpliva znatno na biološko aktivnost 
proteina PNPaza.  
 
Kot zadnji cilj smo si zadali pripravo plazmidnega konstrukta, s katerim bi lahko preverjali 
v kolikor se protein PNPaza prenese iz bakterije v celice evkarionta. Plazmid smo pripravili 
na osnovi plazmida pJT4, ki so ga za podobne namene v svoji študiji uporabili Juarez-
Rodriguez in sod. (2013) (Juárez-Rodríguez in sod., 2013). Po transformaciji v bakterijo E. 
coli DH5α smo izvedli test kolonij s PCR in s pomnoževanjem gena pnp pod kontrolo 
nativnega promotorja dokazali uspešnost transformacije pripravljenega plazmidnega 
konstrukta. Pripravljen plazmidni konstrukt smo izolirali iz transformant in ga tako pripravili 
za uporabo pri morebitnih nadaljnjih študijah.  
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